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u AcM Anticuerpo monoclonal
u ADN Acido desoxirribonucleico
ADCC Citotox¡cidad celular dependiente de anticuerpos
u ARN Acido ribonucleico
• BSA Albúmina de suero bovino
u CDC Centros de Control de Enfermedades de Atlanta
• CLH-Gly Acido clorhídrico-Glicina
u CMV Citomegalovirus
u CPM Cuentas por minuto
u DMSO DimetilsulfóxidodNTP Desoxirribonucleótidos trifosfato
u EBV Virus de Epstein Barru FITC Fluoresceína
• FLS Tamaño celular
u HIV Virus de la Inmunodeficienc¡a Humana
u HTLV-1 Virus linfotrópico T humano tipo 1
• ICC Inmunocomplejos circulantes
u IL-2 Interleuquina 2
u LRFL Intensidad de fluorescencia rojau L9OLS Complejidad celular
u LGFL Intensidad de fluorescencia verde
u LTR Secuencias de repetición largas terminales
• MI-TC Sistema principal de Histocompatibilidad
• NK Células “Natural Killer”
• NP-40 Non idet-p40
• OPO Orto-fenildiamina
u PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PEL Linfocitos de sangre periférica
PES Solución salina
u PGL Linfadenopatía generalizada persistente
u PHA Fitohemaglutinina
u PMSF Fenil metil sulfonil fluoruro
u PE Ficoeritrina
• PO Peroxidasa
u SIDA Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida
u SIV Virus de la inmunodeficiencia en simios
u STF Suero de ternera fetal
SDS Dodecil sulfato sódico












































































• 1.- BIOLOGíA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA,
u
u
u Fue a finales de 1981 cuando se publicó el primer caso de SIDA, a pesar de que en
• aquel momento no se sabía la etiología de esta enfermedad (1). Se trataba de un joven
u homosexual americano con neumonía que presentaba un estado grave de inmunodeficiencia.
• A partir de este año se empezaron a observar más casos de jóvenes, no solamente
u americanos sino también europeos, pertenecientes a dos grupos de riesgo, homosexuales y
u
• drogadictos, que padecían enfermedades infecciosas o neoplasias muy poco frecuentes en la
• población normal, como Sarcoma de Kaposi, Tuberculosis o Neumonía por Pnewnocystis carinhl.
u La evaluación inmunológica inicial de estos pacientes demostró una marcada deficiencia
u
u de la función celular y una pérdida selectiva de linfocitos T CD4+. Como resultado de esta
u inmunodeficiencia, estos pacientes eran víctimas de patógenos que podrían ser fadilmente
u controlados por un Sistema Inmune normal. Este estado, en su forma más avanzada, ha sido
u
• denominado Síndrome de Inmunodeficiencia Humana Adquirida (SIDA).
u
Fueron dos investigadores, Robert C. Galio y Luc Montagnier, quienes en 1983u
u demostraron por primera vez que el agente que inducía un estado de inmunodeficiencia en el
• hombre era un retrovirus (2), denominado actualmente virus de la Inmunodeficiencia Humana
u
(HIV). Se trataba entonces de una enfermedad devastadora causada por una clase de agentes
u infecciosos, los retrovirus, detectados no hace mucho tiempo en seres humanos como
u responsables de ciertas patologías.
u
u
u El primer retrovirus humano se descubrió en 1980 y fue denominado Virus Linfotrópico
• T humano de tipo 1 (HTLV-T) porque se demostró que podía infectar linfocitos T humanos.
u
Este virus causa un tipo de leucemia, conocida como Leucemia de células Ten adultos (LAT).
• endémica de algunas áreas del Japón, Africa y el Caribe, aunque actualmente se ha extendido
u a otras regiones del mundo. Dos años después se descubrió el HTLV-II, implicado
u
• probablemente en algunos casos de Leucemias de células T, Leucemia de las células peludas y
u algunos linfomas crcinicos.
u En un principio se pensó que el agente etiológico del SIDA podía ser un retrovirusu
u relacionado con el HTLV-I, pero cuando se aisló y se estudiaron sus características morfológicas
• y su genoma, se demostró que estaba más relacionado con un grupo de virus citopáticos no














• El descubrimiento del HIV, como agente que causaba el SIDA, facilitó la aparición de
• una prueba para determinar la presencia de anticuerpos frente al MIV. Los resultados
u
u consecuentes a este análisis revelaron que se trataba de una infección con un periodo de
• latencia muy largo y que el número de personas infectadas era mucho mayor que el de las
U personas que presentaban un Síndrome de Inmunodeficiencia. Esta diferencia implicaba que
u
existía un estado de pandemia.
• La mayoría de las personas infectadas eran homosexuales, drogadictos, o bien, niños
U nacidos de madres seropositivas. Estas observaciones sirvieron para definir las tres vías de
u
u transmisión del virus, sexual intravenosa y materno-fetal.
u En la población del Oeste de Africa, en 1985, se aisló un nuevo virus relacionado con
U el primer virus de la Inmunodeficiencia Humana aislado, HIV-l, al que se le denominó HIV-2.
u
Este nuevovirus estaba también asociado a un Síndrome de inmunodeficiencia similar al SIDA,
• aunque menos agresivo (5).
u
u
1.1.1.- Filogenia y estructura.
e
El origen filogenético del virus es dificil de determinar debido a la gran variación que
u
• existe entre las secuencias de nucleótidos de las cepas virales estudiadas hasta el momento,
u procedentes de pacientes infectados de diferentes países, y a la carencia de datos
u
epidemiológicos anteriores a los primeros casos de SIDA diagnosticados.
u Con los datos evolutivos que existen hasta ahora, en los que se han comparado distintas
U secuencias del ARN de retrovirus característicos de los primates, se ha sugerido que ambos tipos
de virus, el HIV-l y el HIV-2, podrían haber evolucionado de un antecesor común hace 40 años,u
• relacionado con el Virus de la Inmunodeficiencia en simios, SIV (6).
• Por otro lado, estudios realizados para determinar analogías entre las proteínas de
u distintos virus, basados en la detección de reacciones cruzadas de los anticuerpos del suero de
u los organismos infectados, han apoyado la hipótesis de la relación del MIV con el virus que
a causa un Síndrome de Inmunodeficiencia en los simios (SIV). De hecho, el SIVm,c, responsable
u
u de una forma de inmunodeficiencia y encefalopatía en los monos presenta una homología de
U un 75% en la secuencia de nucleátidos con el virus HIV-2 (7) y en ambos virus la organización
u de los genes estructurales y reguladores es virtualmente idéntica.
u
Actualmente se cree que el HIV-1 se originó en Africa Central y que su gran expansión
U pudo haber sido debida a la aparición del virus en grupos de alto riesgo de transmisión como














u Por microscopia electrónica de alta resolución se pudo describir la forma casi esférica
• del virión, cuyo diámetro oscila entre los soy tUI nm. Actualmente se conoce perfectamente
u
la estructura del virus, constituida por una cubierta externa, o envoltura, formada por una doble
• capa de moléculas lipídicas, procedente de las membranas de las células infectadas, y una
U nucleocápside en el interior. En la bicapa lipídica están ancladas proteínas de origen humano
u
como moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase 1 y de clase II, y las
u glicoproteinas del virus gpl2O y gp4l, situadas en el exterior e inmersa en la membrana
• respectivamente (8,9). Estas proteínas de la envoltura juegan un papel decisivo en la infección
u
de sus células diana, los linfocitos T CD4+, ya que están implicadas en la entrada del virus a
• estas células. Debajo de la cubierta del virus se encuentra una capa de proteína matricial, pl7,
u
que rodea al núcleo o cápside, cuya forma se asemeja a un cono truncado y hueco. La cápside
está compuesta por una proteína, denominada p24, que protege el material genético del virus,
• dos moléculas de ARN de una longitud de 9.200 nucleótidos, las enzimas transcriptasa inversa,
u integrasa, proteasa y endonucleasa,u












• Fig.1.1.- Estructura del HTV. §4-.
• Uv’r
u ~
U 1.1.2.- Organización genómica. ‘%—.>
• A pesar de que la estructura del genoma del HIV-1 es la típíc í que aparece en todos los
u
• retrovirus, en cuanto a la presencia de dos elementos de repetición largos en cada extremo y
U tres genes estructurales, su organización genómica parece ser única entre este grupo. Esta
u peculiaridad se debe a que, además de los genes característicos estructurales gag po! y ern-’, losu
• cuales codifican las proteínas del core o nucleocápside. la transcriptasa inversa y las proteínas
• de la envoltura respectivamente, presenta otros genes específicos (uit, rey, uzef vif vpr, vpu)





















u Fig. 1.2.- Genoma del HTV. La escala numérica inferior representa el tamaño de los
• genes en Kiiobases.
u
u
Al inducir mutaciones dirigidas o deleciones en el ARN del virus, se ha demostrado que
• los genes &zt, rey y nef juegan un papel importante en la regulación de la expresión viral. Los
u
u genes &zt y rey, son genes transactivadores que codifican proteínas esenciales para la regulación
• transcripcional y post-transcripcional (10).
u El gen nefcodifica a una proteína asociada a la membrana de 27 Kd que funciona como
u
u un regulador negativo de la transcripción (11). En el ensamblaje de las proteínas de los nuevos
• viriones está implicada una proteína de 23 Kd codificada por el gen vhf, cuya mutación no afecta
u a la replicación viral sino que altera la infectividad de los nuevos virus (12).
u El gen vpr codifica un proteína reconocida por anticuerpos del suero de personasu
• infectadas, pero su función es aún desconocida (13). Respecto al gen vpu se ha comprobado
• codifica una proteína aislada en muchasvariantes del HIV-1, pero no del HIV-2 ni del SIV, que
u
u parece estar implicada en el proceso de salida de viriones de las células infectadas al exterior
• (14).
u 1.l.3. Interacción con la molécula CD4.
u
u
• El virus interacciona con su célula diana mediante la unión de la glicoproteina de la
u envoltura viral, gpl2O, con la molécula C04, expresada en la superficie de los linfocitos T
u
• cooperadores (15). Esta molécula está presente, en concentraciones altas, en la superficie de
• esta subpoblación linfocitaria, pero también aparece en una menor proporción en monocitos,
u
macrófagos y células dendríticas (16) y por experimentos iii varo, se ha demostrado que el111V
u también puede infectar estas células. Ante la capacidad del virus de infectar macrófagos se ha
• postulado la hipótesis de que estas células podrían actuar como reservorios del virus, ya que éste
u
no presenta un efecto citopático sobre ellas, y su infección explicaría la presencia del virus en
u otras regiones del organismo, entre eUas el cerebro, donde podía ser el responsable de algunas















• Al utilizar una forma soluble de la molécula CD4 se determinó que la afinidad que
u muestran tanto el MIV-] como el HTV-2, por su receptor, es muy elevada, del orden de lfr9Mu
• (18) y con anticuerpos monoclonales dirigidos frente a la molécula de CD4 se demostró que la
• unión entre eJ virus y la célula diana se producía por la interacción de la proteína gpI2O con una
u región de la molécula CD4, Vi, localizada en el dominio terminal (19).
u
u
• Estudios más específicos han demostrado que la interacción parece localizada entre los
u residuos 413 y 456 de la proteína gpl2O. Este fragmento incluye tres regiones discontinuas que
u
• se situarían en una zona muy próxima en el espacio debido al plegamiento de la proteína. De
• este modo, se establecen múltiples interacciones con ciertas regiones de la molécula CD4,




u Fíg. 1.3.- Esquema de la estructura de la molécula
u
u CD4, una glicoproteína de 433
• aminoácidos con cuatro dominios
u extracelulares. La región entre losu
• aminoácidos 16 y 159, comprende los
• Domain principales sitios de unión con la proteína
u 3
• gp 120 del HIV y los Anticuerpos







u Respecto a la zona de interacción con CD4 en la proteína gp 120, se ha demostrado que
u la región variable V3 de esta proteína es crítica para que se produzca la infección. Mutaciones
u en esta región modifican el tropismo celular del virus, generandose viriones con una reducida
u
• afinidad, y alteran también la capacidad de formación de sincitios in vitro (21, 22).
• Aunque anteriormente no había evidencias de una alteración en la región V3 de gp 120
u durante la entrada del virus, algunas observaciones sugirieron que esta región podíau
• interaccionar con una molécula accesoria de la superficie celular con actividad proteasa. Como
• modelo de estas moléculas se propuso una proteína de la superficie celular similar a la tripsina,
u
































• A pesar de la variabilidad del virus, en la región V3 de gpl2O de diferentes cepas de
u 111V y SIV se han detectado repeticiones de dipeptidos altamente conservadas, RP, KP y GP
u
• (24). Estas regiones están implicadas en la especificidad que presenta la dipeptidil peptidasa IV
• (DPP IV), denominada CD26 (25).
• De hecho, recientemente se ha demostrado, mediante ensayosexperimentales, que CD26
u
• actua como cofactor de CD4 debido a su interacción con la región V3 de la proteína gpl2O. En
• estos ensayos se utilizó un Anticuerpo monoclonal (AcM 1F7), dirigido frente a CD26, que
inhibió, en un 89%, la entrada del HIV a las células diana (26).u
También se ha observado que proteínas de la superficie celular pueden unirse a gp4l
• y como consecuencia de este reconocimiento se ha sugerido que su unión condicionaría la
u entrada del virus, aunque su papel en la infección aún no está claro (27).u
u
• 1.1.4.- Ciclo biológico.
u El ciclo biológico comienza cuando una partícula viral se une a la superficie externa deu
• su célula diana. La unión se produce por Ja interacción de la molécula CD4 de un linfocito T
• con la proteína gp 120 del virus (28). Iii viti-o se ha demostrado que después del reconocimiento
u de la célula diana, el HIV no penetra en el interior de la célula por un proceso de endocitosis
u mediado por su receptor. Este mecanismo es utilizado por otros retrovirus que reconocen
u moléculas específicas de la superficie celular. En el caso del 1-11V, la entrada se produce por un
u
• proceso independiente de la acidificación de los endosomas (29). Además, mutaciones
u provocadas en la región interna de CD4, supuestamente responsable de la internalización del
u virus, no inhiben la infección (30).
u Estos argumentos fueron decisivos para sugerir un mecanismo de entrada del virus de
• la Inmunocieficiencia humana diferente en el que, después de la interacción gpl2O-CD4, se
u produce una fusión de la membrana del virus y de la célula. En este proceso se cree también
• que la protefna gp4l del virus juega un papel esencial y se ha sugerido un modelo en el que una
u vez que se ha producido la interacción de gp 120 con CD4 se produce un cambio conformacional
u en la proteína gpl2O que permite que el extremo hidrofóbico aminoterminal de la proteína gp4lu
• se inserte en la membrana celular, iniciando el proceso de fusión (31).
• Su ciclo biológico recuerda al ciclo característico de todos los retrovirus porque se
u pueden distinguir las mismas etapas en su ciclo biológico. La primera mitad del ciclo comprendeu
u cuatro fases: unión al receptor, entrada, transcripción inversa e integración, y la segunda mitad,
U cinco: transcripción, procesamiento del ARNm, síntesis de proteínas, ensamblaje de las

























• Fig. 1.4.- Ciclo celular del MIV ¾>
u
u
Cuando se produce la fusión del virus con la membrana celular, la nucleocápside viral
U se introduce en el interior de la célula y en el citoplasma tiene lugar la liberación del ARN y
u su transcripción a una doble cadena de ADN. La transcripción la lleva a cabo la transcriptasa
u
u inversa del virus, complejo enzimático. característico solo de los retrovirus. formado por tres
• enzimas, una polimerasa, una ribonucleasa y una integrasa.
u
Aunque la mayoría de las moléculas de ADN transcritas permanecen en el citoplasma
• de la célula hu¿sped, algunas de estas moléculas son transportadas hacia el núcleo, donde se
• circularizan e integran en el genoma celular. En este proceso interviene la integrasa del virus.
u A partir de ese momento, el ADN vírico integrado, denominado provirus, se duplicará
u conjuntamente con los genes de la célula cada vez que ésta se divida. Esto significa que de
• alguna forma, la eliminación del virus del organismo supone la destrucción de las células
u infectadas y que una persona infectada, tarde o temprano, puede sufrir las complicaciones
u clínicas asociadas al SIDA, debido a la capacidad de este virus de permanecer en un estado
u latente durante un largo periodo de tiempo
u
u Como consecuencia de la capacidad del virus para permanecer en un estado latente, la
u producción de nuevas partículas virales ocurre esporádicamente y solo en algunas células
u infectadas. Iii viti-o se ha demostrado que la replicación del ADN-proviral tiene lugar después
u de la activación de la célula, ya que la estimulación de células infectadas con mitógenos,
• antígenos o por una exposición alogénica, conduce a la generación de nuevos viriones capaces
de producir un efecto citopático en las células de estos cultivos (32). En relación con estos
u
• resultados experimentales, se ha observado que una infección productiva en linfocitos
u mantenidos en cultivos está favorecida al estimular su proliferación con Interleuquina 2 (IL-2)
u














• La transcripción del ADN-proviral comienza cuando ciertosnucleátidos de las secuencias
u - LTR son activados por la unión de enzimas nucleares, como NF-kB, producidas durante la
u
activación de las células inmunitarias para fomentar su propia transcripción (34). Son proteínas
U reguladoras presentes en prácticamente todas las células humanas que intensifican la actividad
u
transcripcional de muchos genes. Otros mecanismos, observados in viti-o, que inducen una
• replicación viral. están relacionados con la infección por otros virus, como Adenovirus, Herpes
• simple (35). o el virus de la Hepatitis B. Este último, estimula la infección en cultivos mediante
u la unión de la proteína X, un trans-activador transcripcional, a las regiones LTR del virus (36).u
• Algunas de las moléculas de ARN transcritas formarán el material genético de una nueva
• generación de virus y otras actuarán de mensajeros, traduciéndose en las distintas proteínas y
u
enzimas específicas del virus. El ensamblaje de las nuevas partículas víricas tiene lugar a nivel
• de la membrana celular y en la maduración de los nuevos viriones está directamente implicado
• el proceso de gemación, en el cual, durante la salida de los viriones, parte de la membrana
u
celular se utiliza para formar la envoltura de los nuevos virus.
u
• 1.2.- CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION POR HIN’.
u
La infección inicial en un individuo puede ser clínicamente silente o presentar un cuadro
• transitorio de fiebre, linfadenopatía, farinízitis o manifestaciones neurológicas (37). Este cuadro
u generalmente remite al mismo tiempo que se detecta una respuesta de anticuerpos en el suero
u
del paciente.
• Posteriormente la infección puede entrar en una fase latente o persistir con una baja
• replicación viral durante años, antes de que el Sistema Inmune esté lo suficientemente dañado
u
• para que aparezca una sintomatología.
• Entre las alteraciones neurológicas más frecuentes observadas en los pacientes infectados
u
por HIV destaca la demencia inducida por el propio virus. En estos pacientes se ha observado
• una marcada disfunción cognitiva y una memoria deteriorada. Mediante cultivos celulares se ha
U sugerido que el virus puede replicarse en el cerebro, particularmente en células microgliales.
u Este tropismo que muestra podría explicar este cuadro neurológico (38). Aunque tambiénu
• existen evidencias de que mecanismos indirectos, como la producción de factores neurotóxicos,
• podrían estar implicados en algunas de las alteraciones neurológicas observadas en la infección
u ,. -
(39). Una de las características clínicas mas llamativas en los pacientes infectados es la aparición
u de infecciones oportunistas y tumores después de que su Sistema Inmune ha sido severamente
• comprometido (40,41). Estas manifestaciones clínicas son las que definen un Síndrome de
u














• Una de las infecciones oportunistas más frecuentes es una neumonía producida por
u
Pneurnocystis carinil, cuya frecuencia en pacientes con SIDA es superior a la que se detecta en
• pacientes con otro tipo de inmunodeficiencia celular T. Aunque el tratamiento con antibióticos
U puede disminuir la mortalidad debida a esta infección en estos pacientes (42>, existen otras
u infecciones problemáticas, producidas por Toxopk¡sma gondii, C¡yptococcus neofomzans o
• c’ytornegalovirus, responsables, en algunas ocasiones, de alteraciones en el Sistema Nervioso
• Central (SNC), que requieren una terapia más compleja.
Algunos agentes antivirales utilizados para el tratamiento de algunas infecciones, comou
• el DUPO (1,3-dihidro-2-propoximetilguanina), suministrado a pacientes infectados por
u Cytomegalovirus, pueden causar una gran citotoxicidad en la médula ósea y de esta manera
u
• pueden contribuir al agravamiento de su estado de inmunodeficiencia (43).
U Otras infecciones frecuentes son las producidas por C~ptosporidium o Mycobacterium
u av¡um-intracelulare, asociadas a un cuadro de diarrea severa y una enfermedad pulmonar
u
• respectivamente.
• Aunque muchas de las infecciones que padecen estos pacientes pueden ser tratadas, a
medida que empeora su estado de inmunodeficiencia, aparecen otras infecciones. Estasu
frecuentemente causan su muerte (44), incluso aunque algunas de las infecciones estén
• producidas por patógenos de baja virulencia.
Las infecciones que padecen son el resultado de la interacción entre las alteracionesu
• inmunológicas del paciente infectado y el ambiente microbiano en el que vive. De este modo,
• la frecuencia relativa de algunas infecciones en los pacientes con SIDA varía en las distintas
u partes del mundo. Por ejemplo, en Africa, la neumonía producida por Pneunzocystis carinil es
• muy poco frecuente, mientras que enfermedades gastrointestinales e infecciones causadas por
u Alycobacterium tuberculosis y Q>ptococcus neofonnans son más frecuentes (45). Otro ejemplo
u
sería la infección por Isospora belil en Haití.
• Además de padecer infecciones oportunistas, producidas por virus, bacterias o parásitos,
u algunos pacientes infectados desarrollan tumores como el Sarcoma de Kaposi, linfomas B de
u
alto grado o carcinomas de células escamosas (46). El Sarcoma de Kaposi es una alteración
• proliferativa multicéntrica del endotelio linfático, que aparece con mayor frecuencia en los
u pacientes homosexuales con SIDA. Esta diferencia con respecto a otros pacientes con SIDA,
u
• pertenecientes a otros grupos de riesgo, es un rasgo epidemiológico que aún permanece
U inexplicable. Se ha relacionado con varios cofactores, especulándose que podría estar
u relacionado con la infección por CMV, e> uso de nitritos, drogas. factores genéticos, e inclusou














• Se ha sugerido que las lesiones del Sarcoma de Kaposi podrían ser causadas en parte
u
por factores solubles producidos por células endoteliales. Estas células estarían a su vez
sometidas a una estimulación por factores de crecimiento sintetizados por células T infectadas
• por retrovirus (47).
También son frecuentes los Linfomas B de alto grado, la mayoría extranodulares y de
u
localización en el Sistema Nervioso Central (48).
u
Los pacientes infectados pueden desarrollar también una variada serie de alteracionesu
• hematológicas, como trombocitopenia (49), u otras citopenias, algunas de las cuales podrían ser
• el resultado, al menos en parte, de la producción de anticuerpos citotóxicos (50).
u
u
• Respecto a la infección por MIV en niños, ésta difiere de la infección que aparece en
• adultos y generalmente se caracteriza por un grave defecto humoral, responsable de una mayor
incidencia de infecciones bacterianas en los niños infectados (51).u
u
• La última revisión del Sistema de Clasificación de la Infección por MIV, realizada a
u
finales de Diciembre, en 1993, por los Centros del Control de Enfermedades Americanos
• (CDC), incluye tres categorías clínicas en la infección (52):
e
u
* Categoría A: Infección asintomática, primoinfección o POL.
u Incluye uno o varios de los criterios enumerados a continuación en un adulto o
• adolescente (~ 13 años) infectado por HIV:
u
u
• - Infección MIV asintomática.
u
- Linfadenopatía persistente generalizada (PGL).
- Primoinfección sintomática.
u
• * Categoría B: Infección sintomática, excluidas las categorías A o C.
u
• Manifestaciones clínicas en un adulto o adolescente infectado por HIV, no incluidas en
• la categoría C, y que responden al menos a una de las condiciones siguientes:
u
u
• - Estar ligadas al 1-11V o ser indicativas de un déficit inmunitario.
• - Tener una evolución clínica o requerir un tratamiento que se vea complicado
u














• Algunas de las enfermedades que forman parte de esta categoría se citan acontinuación:
e - Angiomatosis bacilar.u
• - Candidiasis orofaríngea.
• - Candidiasis vulvovaginal persistente.
e
- Displasia del cuello uterino, carcinoma cervical in situ.
• - Síntomas generales como fiebre (38,5~ C) o diarrea severa.
U - Leucoplasia vellosa de la lengua.
u
- Herpes zóster recidivante.
• - Púrpura trombocitopénica idiopática.
• - Neuropatía periférica.
u
u
• * Categoría C: Enfermedades indicativas de SIDA.
u Cuando una persona infectada presenta alguna de las enfermedades incluidas en la
u
• siguiente lista, queda clasificada definitivamente en la categoría C:
U - Infecciones bacterianas múltiples en niños > 13 años.
• - Candidiasis de los brónquios. tráquea o pulmones.
u
- Candidiasis esofágica.
• - Cáncer invasivo del cuello del útero.
• - Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar.u
• - Criptococosis extrapulmonar.
U - Criptosporidiosis intestinal con diarrea.
e - Enfermedad por citomegalovirus, no del hígado, bazo o ganglios.u
• - Retinitis por citoniegalovirus (con pérdida de visión).
• - Encefalopatía relacionada con el HIV.
e
- Herpes simple: úlcera crónica, bronquitis, neumonitis.
• - 1-listoplasmosis diseminada o extrapulmonar.
U - Isosporidiasis intestinal con diarrea.
e
- Sarcoma de Kaposi.
• - Neumonía intersticial linfoide en niños.
• - Linfoma de Burkitt.
e - Linfoma inmunoblástico.u
• - Linfoma primario del cerebro.
- Infección diseminada o extrapulmonar por Mycobacteriurn avium.
u














• - Infección extrapulmonar por Mycobacterium tuberculosb.
• - Neumonía por Pneurnocyvtis carinil.
u
- Neumonía recurrente.
• - Leucoencefalopatía multifocal progresiva.
u
- Septicemia recurrente por Salmonella (no tifoidea).
• - Toxoplasmosis cerebral.
• - Síndrome consuntivo debido al 111V.
e
u
• Cada una de las tres categorías ha sido subdividida en otras tres, Al, A2, A3, Bí, 82,
• 83. Cl, C2 y C3, según el número de linfocitos CD4+ circulantes:
- 1. (=500) células ¡ plu
• - 2. (200-499) ‘ 1”
• -3.(=200) ‘ 1”
u Esta última revisión ha incluido como casos de SIDA todos aqueuos sujetos infectados
• que presenten menos de 200 linfocitos T CD4+ ¡pl. Este último criterio no ha sido aún aceptado
por los paises europeos, en los que para diagnosticar un caso de SIDA es necesario que el
e paciente presente algún cuadro clínico asociado a este síndrome de inmunodeficiencia (53).
u
• 1.3.- ALTERACIONES DEL SISTEMA INMUNE EN EL SII)A.
u
u
• 1.3.1.- Disminución de Linfocitos T CI)4+ en la infección por HIN’,
u
e
Actualmente no hay ninguna duda acerca de que el rasgo más característico del SIDA
• es la reducción del número de linfocitos T CD4±circulantes. Sin embargo, aún no existe un
acuerdo respecto a cómo el 111V conduce a la destrucción de estas células, críticas para el
e
funcionamiento del Sistema Inmune.
• La explicación más simple para comprender la pérdida de estos linfocitos sería el propio
efecto citopático del virus, en el que se destruyen las células infectadas por la generación yu
• liberación de las nuevas partículas viricas (54). Además, también se ha demostrado que la
• acumulación de ADN viral en el citoplasma de una célula infectada conduce a la muerte celular
e (55). Otro mecanismo implicado en la eliminación de los linfocitos T4, observado in viti-o, sería
• la formación de sincitios, células gigantes multinucleadas, formadas por la unión de células
• infectadas, con antígenos virales en su superficie, y no infectadas, mediante la interacción de la
e














• Por otro lado, la respuesta inmune celular, mediada por Linfocitos T citotóxicos, CTLs,
• como mecanismo del organismo para controlar la infección, también conduciría a una muerte
u directa de los linfocitos T CD4± infectados. De hecho, in vitro, se ha observado la lisis de
• células que presentan proteínas virales en su superficie por CTLs específicos (57). Por lo tanto,
estos linfocitos citotóxicos, además de controlar la infección viral, es posible que jueguen un
u
• papel patogénico, al contribuir en la destrucción de estas células claves para el funcionamiento
• del Sistema Inmune.
u
u
• Una de las paradojas más llamativas de la infección, es que solamente se puededetectar,
• por técnicas de hibridación iii situ, una pequeña fracción de células infectadas. En etapas
u
e precoces de la infección solo se observa que uno de cada 10.000 linfocitos T CD4+ está
• infectado y que, incluso, en pacientes cuya infección se encuentra en etapas muy avanzadas, con
• linfocitos T CD4+ en su circulación sanguínea muy bajos, la proporción de sus linfocitos T
u
mantenidos en cultivo que está infectada es muy pequeña. En estos cultivos, uno de cada 40
• linfocitos aproximadamente es capaz de producir nuevos viriones (58).
• Estas observaciones han hecho pensar a muchos investigadores que estos mecanismos
u
citopáticos directos, descritos anteriormente, no son suficientes para explicar la disminución tan
• drástica de linfocitos T CD4+ en el SIDA y. basándose en datos experimentales, han propuesto




u Uno de estos mecanismos implica la destrucción de linfocitos T CD4+ que presentan
u
la proteína gpl2O unida al receptor CD4. Estos linfocitos pueden unir, procesar y presentar
• gpl2O soluble asociada a antígenos DR, y por ello podrían ser potenciales células dianas para
u linfocitos citotóxicos específicos de gpl2O, restringidos por moléculas del MHC de clase II. Estau
• hipótesis está basada en la observación in viti-o de dones T citotóxicos capaces de Usar células
• T CD4+ que pasivamente han adsorbido gpl2O en su superficie (59). Teniendo en cuenta estos
e experimentos y que iii vivo se ha detectado la proteína gpl2O libre en circulación, se ha sugerido
u que esta citotoxicidad específica de gpl2O puede ser un mecanismo sustancial implicado en la
• disminución de los linfocitos T4.
e
u
• En este sentido, tampoco se podría excluir que anticuerpos anti-HIV puedan mediar la
• lisis por Complemento o por células citotóxicas, de células CD4+ no infectadas que presenten
e









De forma similar, también se ha descrito que anticuerpos que reconocen el sitio de
unión a CD4 en la proteína gpl2O podrían provocar la generación de anticuerpos anti-idiotipo
que presentasen la imagen interna de ese epítopo. Estos anticuerpos serían entonces capaces
de imitar la proteína gpl2O e interaccionar con la molécula CD4 expresada en linfocitos T,
induciendo una entrada de Ca~2 y una alteración en la función de estas células (60).
FiQura 1.5.- Generación de una reactividad anti-CD4 en sujetos seropositivos. Anticuerpos
dirigidos frente al idiotipo de anticuerpos específicos que reconocen el sitio de
unión a CD4 en la proteína gp 120 podrían interaccionar con la molécula CD4
nativa, expresada en la superficie de células T.
Determinaciones experimentales actuales han sugerido la apoptosis como otro potencial
mecanismo para explicar la disminución de linfocitos T CD4+. La muerte programada de la
célula es un mecanismo suicida fisiológico, esencial en muchos procesos, como la maduración
de las células del Sistema Inmune. Este proceso aparece concretamente en las células T
intratímicas y es esencial en la destrucción de clones celulares autoreactivos (61).
En la activación iii viti-o de células T, de un individuo infectado asintomático, inducida
por anticuerpos frente a su receptor, TCR, se pudo observar este fenómeno de apoptosis en una
fracción de células T CD4+ (62). También se ha demostrado esta muerte celular inducida
después de una activación con complejos de moléculas del MHC de clase II y superantígenos
bacterianos (63). La apoptosis de linfocitos T4 también se ha observado en cultivos estimulados
de linfocitos de sangre periférica que presentan en su superficie gpl2O unida a CD4 y





































































• Ante la demostración de que las proteínas del 111V, gpl2O y gp4l, tienen características
• similares a los antígenos de histocompatibilidad, ya que comparten algunas regiones homólogas,
u
se ha sugerido que un mecanismo autoinmune podría estar implicado en la disminución de los
• linfocitos T CD4 +. Como consecuencia de esta homología podrían generarse entonces
• anticuerpos dirigidos frente a estas proteínas que fuesen capaces de atacar y alterar a los
u
• antígenos de histocompatibilidad, deteriorando la función inmunitaria (65).
u
u A parte de estos mecanismos indirectos, existen otros mecanismos directos, observados
u
• recientemente, en los que el virus estaría directamente implicado en el daño celular. Uno de
u ellos está basado en la observación de que el 111V parece afectar preferentemente a las células
u T de memoria, implicadas en la respuesta frente a una segunda exposición antigénica (66).e
También se ha determinado que existe una alteración en la respuesta celular en la que
u podría estar implicado directamente el virus, ya que en la respuesta de células T durante el
estado asintomático de la infección aparece una deplección o anergia de la población Thl,
u
• relacionada con la inmunidad celular, con mayor frecuencia que de la población Th2, asociada
• a una inmunidad humoral. Esta alteración ha sido observada también en algunas infecciones
u producidas por parásitos (67). Este fenómeno podría ayudar a explicar la activación persistente
• de las células 8 durante la infección.
U Por último, también se ha sugerido que precursores de los linfocitos Ten el timo podrían
u
ser infectados, y que su infección produciría una alteración en la prolíferación y diferenciación
• de la población de células T CD4+ maduras (68).
• Todos estos mecanismos estarían implicados en la disminución de los linfocitos T CD4 +,
u
cuya alteración afectaría a toda la homeostasis de las poblaciones celulares.
u
• 1.3.2.- Alteración de los linfocitos B en la infección.
u
u
u Aunque inicialmente todas los estudios sobre la inmunopatogénesis de la infección por
HIV estaban dirigidos hacia el estudio del estado de inmunodeficiencia celular que se producía
u
• en los pacientes infectados, al poco tiempo de conocerse este Síndrome de Inmunodeficiencia,
u se observó también que estos pacientes presentaban una alteración en su Sistema Inmune
u humoral.
u
• Algunas de las patologías o procesos observados en estos pacientes, asociados a una
• respuesta humoral alterada, son hipergammaglobulinemia, presencia de células B activadas













• A pesar de que existe una hiperactivación de las células B, mediante cultivos celulares
• se ha comprobado que los pacientes con SIDA presentan una incapacidad muy marcada en
u
• generar una respuesta de anticuerpos frente a nuevos antígenos (48). Esta incapacidad de
• reacción es el principal problema que aparece en niños con SIDA, quienes todavía no han
• desarrollado anticuerpos frente a la mayor parte de los patógenos ambientales, y como
u
consecuencia de esta incapacidad de respuesta, en ellos aparecen frecuentemente infecciones
u bacterianas (72). Se han propuesto algunos mecanismos, basados en estudios experimentales,
u que podrían contribuir a la hiperactividad de las células B en los individuos infectados por 111V.
u
Por ejemplo, la presencia del virus, o glicoproteinas virales purificadas en cultivos, puede inducir
• una estimulación policlonal de las células B (73). Otro argumento que apoya esta hipótesis es
la detección en la proteína gpl2O de una secuencia homóloga a la neuroleuquina, factor que
u
estimula las células B (74).
• Entre los factores propuestos para explicar la estimulación de células E en el SIDA se
u
incluye también la infección de un gran número de células B por el virus de Epstein-Barr, EBV
• (75). Las células E transformadas por este virus pueden ser también infectadas por MIV en
• algunas condiciones experimentales y permitir una replicación activa del virus sin ser destruidas,
de modo que podrían actuar de reservorio para el HIV en el organismo (76).u
• Por otro lado, los pacientes con SIDA desarrollan con frecuencia linfomas E de alto
• grado, como el Linfoma de Burkitt. Estos linfomas pueden desencadenarse por una pérdida del
u
control de las células T sobre las células B, una estimulación antigénica crónica o un aumento
• de células E infectadas por EBV. En relación a este último hallazgo, se ha encontrado en
• algunos linfomas desarrollados en pacientes con SIDA, antígenos del EEV (77).
u
u
• 1.3.3.- Alteración de Monocitos en la infección.
U A pesar de que los linfocitos T CD4+ son las principales células diana del 111V, otras
u
células como células E transformadas por EBV, monocitos, células de la médula ósea, células
u endoteliales, células gliales y células epiteliales de la vagina pueden ser también infectadas (78,
79, 80, 81). El MIV puede permanecer latente dentro de los monocitos y en este sentido, estas
u
células pueden actuar como reservorios, permitiendo la distribución del virus a otros lugares del
• organismo, como el Sistema Nervioso Central. evitando que se lleve a cabo una respuesta
inmune efectiva (82). La vía de entrada en estas células puede estar mediada por el receptor
u
• CD4 (83), pero se ha sugerido una segunda vía de entrada a través de la unión de complejos
• anticuerpo-virus a los receptores de la fracción constante de las inmunoglobulinas, FeR,














• Aunque se han observado alteraciones en la función de los monocitos, como una
• quimiotaxis defectiva o una disminución en la producción de anión superóxido (O;), en los
u
• pacientes con SIDA (85), estas alteraciones no pueden ser explicadas totalmente por un efecto
• directo del virus ya que solo se observa una pequeña fracción de los monocitos infectada. Esta
• alteración podría ser más bien, una consecuencia de una interacción defectuosa con las células
u
T o una deficiencia en factores implicados en la estimulación de monocitos.
u
u 1.3.4.- Alteración de las células NK en el SIDA.
u
u
• Además de las alteraciones descritas anteriormente respecto a la función de las células
u T, B y Monocitos, se han detectado otras alteraciones, en la respuesta inmune mediada poru
• células, en pacientes con SIDA. Por ejemplo, la función de las células Natural Riller está
• disminuida en estos pacientes (86). In vitro se ha demostrado que esta actividad puede elevarse
al añadir al medio de cultivo Interleuquina 2 (IL-2), lo cual sugiere que estos defectos podríanu
• ser secundarios a la alteración de las células T CD4+.
u
1.4.- CONTROL INMUNOLOGICO DEL HIV.u
• 1.4.1.- Respuesta humoral.
• Al estudiar la respuesta humoral en los pacientes infectados por 1-11V frente a las
u distintas proteínas virales se han observado diferencias cuantitativas que han sido estudiadas
• para determinar su asociación con la progresión de la infección hacia un estado de SIDA.
• Particularmente se ha demostrado que la respuesta de anticuerpos frente a las proteínas de la
u
envoltura, gp 120 y gp4l, se mantiene durante todo el curso de la infección (87), mientras que
• la especificidad frente a la proteína de la nucleocápside, p24, disminuye en los pacientes que se
u encuentran en un estadio terminal (88).
u
Un análisis de la frecuencia de alteraciones de varios parámetros inmunoldgicos en
• sangre periférica de un grupo de 200 pacientes infectados, remitidos al laboratorio de
U Inmunologia de la Fundación Jiménez Díaz, reveló que la disminución de linfocitos T CD4+,
u
el aumento de IgA, la ausencia de anticuerpos anti-gag y la presencia de antígenos virales (p24),
• aparecían con una frecuencia significativamente mayor en los sujetos clínicamente afectados que
u en los asintomáticos. Esta valoración conjunta arrojó un índice de riesgo relativo de 25,5 (89).u
• Sin embargo, así como los anticuerpos anti-env permanecen estables en la infección, no todos
• los pacientes con alto riesgo de desarrollar el SIDA carecen de anticuerpos anti-p24, y no todos
u














• No existe todavía ninguna explicación ante la diferente respuesta humoral frente a las
• distintas proteínas virales que se observa a lo largo de la infección, aunque se ha sugerido que
u
la respuesta frente a las proteínas gpl2O y gp4 1 sea una respuesta E Timo-independiente y que
• en la respuesta frente a las proteínas p24 y pYl estén implicados los linfocitos T cooperadores.
• También se ha publicado, al estudiar la asociación entre el estado clínico del paciente,
u
• y la presencia y evolución de anticuerpos frente a otras proteínas del virus, que la pérdida de
u anticuerpos frente a la proteína pi7 está asociada a la progresión de la enfermedad (91) y que
• la aparición de anticuerpos dirigidos frente a proteínas reguladoras, como p27, codificada por
u
el gen nef, tiene lugar al principio de la seroconversión (92).
u
Durante la infección, en la respuesta humoral, se genera una gran variedad de
u
• anticuerpos frente a las proteínas de la envoltura del virus, sin embargo, solo una fracción de
• esos anticuerpos son capaces de neutralizar la infectividad del virus (93). El epítopo
U inmunodominante en la proteína gpl2O parece estar localizado en una región conservada en elu
• extremo COOH terminal (94). Por el contrario el sitio de unión a CD4 en la proteína gpl2O
U está en un hueco que parece ser un sitio antigénico inaccesible para la producción de
u
anticuerpos. También se ha propuesto que la formación de anticuerpos neutralizantes podría
• estar inhibida por un proceso de autotolerancia, ya que existe una similitud entre las proteínas
• de la envoltura del HIV y estructuras del MHC que se unen a CD4 (95).
u
u
• 1.4.2.- Respuesta celular.
u
u
Al contrario de la gran diversidad de estudios que se han realizado sobre la respuesta
u de anticuerpos en los pacientes infectados por HIV, la documentación de respuestas específicas
u de células T ha sido, de alguna manera, más difícil y más tardía. No obstante, si se ha
u
observado, desde que empezaron a publicarse los primeros casos de SIDA, que durante el curso
• de la infección aparece una intensa respuesta de células T citotóxicas y que ésta disminuye en
u los pacientes con SIDA (96)
u
También se ha observado que las células T CD8+ de pacientes con SIDA mantienen una
• función citolítica normal a pesar de haber perdido su respuesta citotóxica específica frente al
1-11V (97).u
• Durante estos últimos años se han identificado respuestas especificas de células T
• citotóxicas, CTLs, frente a proteinas estructurales del virus que forman parte de la envoltura o














• También se han demostrado otros mecanismos citotóxicos mediados por células Ten los
que no existe una restricción por moléculas de clase T del Complejo Principal de
u Histocompatibilidad (MHC), en los que estarían implicados factores solubles (101).
• La respuesta celular juega un papel muy importante en el control de la infección. Sin
• embargo, al desarrollarse un estado de SIDA se produce una rápida caída de la función inmune
asociada a un aumento de la replicación viral (102).u
• En los estadios más avanzados de la infección se produce un aumento de los niveles de
u
antígeno p24 en el suero de los pacientes, cuyos niveles, al principio de la infección, son
• generalmente indetectables. Este aumento y la pérdida de anticuerpos anti-p24 en el suero,
• aunque éstos podrían estar formando parte de Inmunocomplejos (103-105), supone una intensa
u
replicación viral. Esta podría deberse a la disminución del control inmunológico del virus,
• aunque también se ha propuesto que podría ser el resultado de la aparición de variantes virales
• más agresivas en el mismo individuo (106). (Fig. 1.6).
u
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u
• Fig. 1.6.- Esquema del curso de la infección en un paciente que desarrolla el SiDA en
• función de las alteraciones de su Sistema Inmunológico.
1,5.- IMPLICACION DE LOS ¡CC EN LA INFECCION.
u
u
• Después de las primeras descripciones acerca de una gran alteración de las células B en
sujetos infectados por HfV, se sugirió que los linfocitos B podrían estar implicados en la
u
• patogénesis del Síndrome de Inmunodeficiencia Humana (46), y actualmente, la posibilidad de










la viti-o se ha demostrado la síntesis espontánea de Inmunoglobulinas por células B de
sujetos seropositivos (48). Sin embargo, en esta actividad tan intensa de las células E, de
naturaleza policlonal, la respuesta frente al HIV constituye el principal componente (69).
La respuesta específica frente al virus y el total de la síntesis de IgG muestran una
correlación significativa, ya que del 20 al 50% de las Inmunoglobulinas producidas están
dirigidas frente a antígenos virales (107).
Todos estos datos soportan la hipótesis de que una fuerte respuesta hacia antígenos del
¡-¡IV, más que una activación policlonal indiscriminada, es el resultado de la hiperactividad que
aparece en las células B de sujetos seropositivos.
Un reflejo de esta alteración de los linfocitos E en la infección es la presencia en el
suero de muchos sujetos infectados de elevados niveles de Inmunocomplejos circulantes (¡CC)
(108).
Los Inmunocomplejos se forman ja vivo cuando anticuerpos específicos se unen a
determinados antígenos como consecuencia de una respuesta inmune. Estos complejos son
normalmente eliminados de la circulación por células que presentan receptores de la fracción
constante de las inmunoglobulinas. FcR. las cuales están distribuidas por todo nuestro Sistema
linfoide.
Sin embargo en muchas enfermedades autoinmunes, infecciosas y neoplásicas, los
inmunocomplejos se acumulan y causan daños patológicos, como inflamación, inmunosupresión
y trombocitopenia.
En la infección por ¡-¡IV se ha descrito, que algunas veces los inmunocomplejos pueden
contribuir al desarrollo de ciertas manifestaciones clínicas que aparecen en los pacientes
infectados, como trombocitopenia púrpura autoinmune o glomerulonefritis (109, líO) y otras
alteraciones como altralgias, mialgias o vasculitis (III).
A pesar de que se puede demostrar la presencia de inmunocomplejos circulantes en un
porcentaje elevado de pacientes infectados por HTV (112), no todos los pacientes con niveles
elevados de inmunocomplejos presentan una patología debida a su presencia. De esta forma,
se ha sugerido que la infección por HIV, además de predisponer al paciente a padecer sucesivas
enfermedades infecciosas, producidas por otros agentes infecciosos, así como el desarrollo de
enfermedades neoplásicas, puede inducir la aparición de fenómenos autoinmunes (113).
Respecto a este último fenómeno se ha postulado que anticuerpos anti-HTV pueden

































































• Este fenómeno de mimicidad molecular podría actualmente constituir la base de la
• generación de un mecanismo autoinmune en pacientes seropositivos (114). A favor de esta
u
• hipótesis se han documentado determinantes no polimórficos de moléculas del Complejo
• Principal de Histocompatibilidad (MHC) de clase 11 que muestran cierta homología con
u
proteínas virales, presencia de anticuerpos anti-DR en el suero de sujetos infectados y alguna
• homología de epitopos virales con moléculas de clase 1, aunque anticuerpos dirigidos frente a
• estos antígenos no han sido aún descritos (115, 116, 117).
u Estudios realizados acerca de la composición de los inmunocomplejos, han revelado quee
• presentan isotipos específicos de Inmunoglobulinas y que la presencia de IgA en los
• inmunocomplejos está asociada con la progresión del estado clínico del paciente (118).
u Algunos investigadores han demostrado la presencia de antígenos virales en
• inmunocomplejos y han observado, en distintos grupos de pacientes infectados por 111V, que la
• disminución de anticuerpos anti-p24 está asociada a la aparición y detección en el suero de
u
antígeno p24. Estos autores han sugerido que la elevada producción de antígeno p24 en los
• estadios terminaies de Ja infección, conduciría a la formación de compJejos que reducirían la
• detección de anticuerpos frente a p24 en el suero de estos pacientes (119).
ue Sin embargo, otros investigadores han observado en pacientes tratados con AZT, en los
• que se ha inducido una supresión de la antigenemia, que ésta no va acompañada de un aumento
• de anticuerpos anti-p24, con lo cual, han sugerido que la disminución de anticuerpos frente a
e
• p24 podría deberse simplemente a una respuesta humoral alterada (120).
• También se ha sugerido que la presencia de inmunocomplejos circulantes en el suero de
u
pacientes infectados podría estar implicada en la disminución de receptores C3b, observada en
eritrocitos de algunos pacientes (121).
• Estas observaciones han dirigido a algunos investigadores a mostrar cierta inquietud
u
e respecto al daño inmunológico que podrían causar los inmunocomplejos circulantes durante la
infección.
U Ante la observación hi’i viti-o de que complejos de anticuerpo-virus podían inducir la
u infección de monocitos y macrófagos, mediante la entrada del virus por mediación del receptor
e
u para Inmunoglobulinas (122), algunos investigadoressostienen que los inmunocomplejos podrían
• incrementar la infectividad del HIV.
u Todos los resultados experimentales descritos anteriormente han sido considerados para
• reflexionar sobre el papel de la respuesta celular B en la infección por 111V, bien por su
• implicación en el control de la expansión del virus, o bien por su papel patogénico al participar
u












































































La progresión de la infección por el virus de la Inmunodeficiencia Humana hacia un
• estado de SIDA varía mucho en los pacientes infectados. Algunos pacientes desarrollan el
síndrome completo en pocos meses mientras que otros permanecen asintomáticos durante une
• largo período de tiempo.
u
U Los factores que influyen en la progresión del Síndrome de Inmunodeficiencia Humana
U
• adquirida no se conocen muy bien aunque si se han descrito varios factores inmunológicos que
• se asocian con un peor pronóstico del sujeto infectado, como la disminución del número de
linfocitos T CD4 + en sangre periférica o la disminución de anticuerpos frente a la proteína viralu
• p24, que indican un grado de infección bastante avanzado.
u
u
Actualmente se están estudiando diferentes parámetros inmunológicos cuya evolución
• permita distinguir entre los sujetos infectados quienes vañ a desarrollar Ja enfermedad en un
• plazo más o menos breve, lo cual sería enormemente importante a la hora de aplicar actuales
u












1.- Estudio de> significado patológico de los inmunocomplejos circulantes en la
• infección por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, dada la elevada






• 2.- Estudio de una respuesta citotóxica frente a linfocitos T CD4+ de sujetos sanos
















• PLAN DE TRABAJO
u
u
1.- Para determinar el papel patogénico de los inmunocomplejos circulantes en la




• 1.1.- Determinación de niveles de inmunocomplejos en el suero de pacientes seropositivos por
u
precipitación con Sulfato amónico 1,04 M.
u
• 1.2.- Análisis de la composición de los inmunocomplejos en función de su contenido en
u
antígenos virales y de anticuerpos específicos frente a las distintas proteínas del virus
• mediante ensayos inmunoenzimáticos y Western Blot.
u
u
1.3.- Actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos. Esta actividad fue valorada mediante
u ensayos inmunoenzimáticos, en función de la capacidad de los inmunocomplejos
U circulantes de unirse a una molécula CD4 recombinante soluble o a esta molécula
u
expresada en la superficie celular de una línea linfoblástica T humana CD4+.
u
U 1.4.- Potenciación de la infección. Para inferir si los inmunocomplejos pueden inducir un daño
u
• inmunológico in vivo, se estudió su capacidad de unión a la superficie de linfocitos T
• CD4+ por citometría de flujo y su capacidad de alterar Ja función de esta población
• celular, inhibiendo su proliferación en cultivos estimulados con Fitohemaglutinina.
u
u
• 1.5.- Capacidad infectiva de los inmunocomplejos. Esta valoración se realizó mediante
u
ensayos in viti-o, en cultivos de linfocitos de sangre periférica estimulados con
• Fitohemaglutinina en presencia de inmunocomplejos, en los que se cuantificó la
• presencia de antígeno p24 en el sobrenadante de los cultivos y se analizó la presencia
de ADN proviral en el genoma de las células por técnicas de reacción en cadena de lau
• polimerasa (PCR).
u
u 2.- La determinación de una respuesta en la infección mediada por células T sobreu
• linfocitos T CD4+ no infectados, se valoró estudiando la capacidad citotóxica de linfocitos T
• CD8+,aislados de sangre periférica de pacientes seropositivos, sobre células T CD4+ de sujetos
u













































































u Todas las muestras de Suero, Inmunocomplejos circulantes y linfocitos de sangre
u
periférica se obtuvieron de pacientes infectados por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
Estos pacientes fueron remitidos al Dpto. de Inmunología de la Fundación Jiménez Díaz
u para su control inmunológico, desde distintos servicios de la Fundación Jiménez Díaz,
u
principalmente desde el Departamento de Infecciosas, en donde se realizó un reconocimiento
• clínico exhaustivo de estos pacientes.
u
Los pacientes fueron incluidos en las distintas categorías de la infección, A, B y C,e
• definidas por los Centros de Control de Enfermedades de Atlanta. En la última revisión de
• 1993, el nuevo sistema de clasificación se añadieron tres condiciones clínicas más para el
u
diagnóstico de SIDA: tuberculosis pulmonar, neumonía recurrente y cáncer cervical invasivo.
u Además se ha ampliado el diagnóstico de SIDA a todas aquellas personas infectadas que
• presenten menos de 200 linfocitos CD4+/ pl en sangre (52).
u Respecto a esta última revisión, merece la pena destacar que en países europeos se
• decidió que los pacientes seropositivos asintomáticos no podían ser diagnosticados en un estado
• de SIDA solamente por sus niveles de linfocitos T CD4+ (124).
u
u
• Las muestras utilizadas como controles se obtuvieron de pacientes seronegativos que
• presentaban otras patologías o de sujetos sanos.
u
Los cultivos celulares se realizaron a partir de linfocitos de sangre periférica de sujetos
• sanos y de células de una línea linfoblástica T humana CD4±,denominada JM, cedida por el
































En este estudio se efectuaron las siguientes valoraciones:u
• Serología:
• - Presencia de Anticuerpos específicos anti-T-TIV y Antígeno HIV (p24) en suero,
u
por ensayos inmunoenzimáticos (Abbott recombinant T-TIV-1/HIV-2 3rd
• generation y Abbott HTV Ag-1).
• - Detección de anticuerpos frente a proteínas específicas de la envoltura y la
u




Estudio inmunológico del paciente:
• - Niveles de linfocitos CD2+, CD4+, CDS+ y CDI9+ en sangre periférica, por
• Citometría de flujo (Epics C, Coulter). Para su determinación se utilizaron
e
• anticuerpos monoclonales específicos para identificar estas subpoblaciones
• linfocitarias (Coulter).
• - Pruebas cutáneas frente a antígenos del Tétanos, Difteria, Estreptococo (Grupo
u
• C9), Tuberculina, Glicerina, Cándida (albicans), Trichophyton, y Proteus
u (mirabiiis). (División Merieux).
u
u
El seguimiento clínico de estos pacientes fue llevado a cabo en el Dpto. de Infecciosas
• de la Fundación Jiménez Díaz, cuyas Historias Clínicas han sido de gran ayuda para evaluar
todos los resultados de esta Tesis.
u
u
• 3.2.2.- Aislamiento de inmunocomplejos circulantes del suero de los pacientes infectados:
u
u
• Para el aislamiento de los inmunocomplejos se utilizó una técnica puesta a punto en
• nuestro laboratorio basada en la precipitación de los complejos del suero con Sulfato amónico
u 1,04 M.e
• * Determinación de niveles de inmunocomplejos circulantes en Suero
• a. Previamente se centrifugaron las muestras de suero a 11000 rpm durante 5
u














u b. En tubos de cristal de 8 ml se mezclaron: 3,5 ml de Solución salina PH 7.2, 0,5
ml de Suero y 1,4 ml de Sulfato Amónico 4M.
u
• c. Posteriormente se mantuvieron los tubos 1 hora en un baño a 37Q C y se dejaron
• 30 minutos a temperatura ambiente.
e. Después se centrifugaron durante 20 minutos a 1400 g. a r ambiente.u
• f. Se decantó el sobrenadante, dejando escurrir el tubo boca abajo de 5 a 10
• minutos y secando el interior de la pared del tubo con papel de filtro, sin tocar
el sedimento.
u
• g. Los inmunocomplejos se disolvieron en 3 ml de PBS con 20 pl de NaOH iN.
• h. La concentración de proteínas fue calculada a partir de la densidad óptica
u
obtenida del precipitado redisuelto, medida en un espectrofotómetro (Beckman
• DU-5) a 280 nm frente a un blanco de solución salina - NaOH IN. Se consideró
• 1,4 el coeficiente de extinción, media aproximada del coeficiente de extinción
u que muestran las Inmunoglobulinas humanas. Los resultados se dieron en pg/ml.
u
• En la valoración de niveles de inmunocomplejos circulantes en el suero de personas
u
sanas se obtuvo un valor medio de 36,05 ±22,8 ~ig/ml, con un valor máximo de 81,6 pg/ml.
• Los niveles superiores a 200 pg¡ml fueron considerados elevados a efectos clínicos.
u
u
* Concentración de los inmunocomplejos:
• Para concentrar los inmunocomplelos se siguieron Jos primeros pasos descritos
anteriormente, desde a) hasta g). Los inmunocomplejos se resuspendieron después en 1,5 mlu
de Solución salina y 0,5 ml de Sulfato amónico 4 M. Posteriomente se dejaron toda la noche a
• ia ambiente. Al día siguiente se centrifugaron durante 20 minutos a 1400 g.
Por último se decantaron los sobrenadantes y los inmunocomplejos se resuspenderieron
u
• en 0,5 ml de Solución salina y 4 pl de NaOH IN. Estas muestras se guardaron a -20~ C.
u
u
3.2.2.- Composición de los ICC: Detección de antígeno p24 y anticuerpos anti-HIV.
u
• El análisis de la composición de los inmunocomplejos circulantes se realizó en función
u de la presencia de anticuerpos anti-HIV y de antígeno p24 mediante ensayos inmunoenzimáticosu
• (ABBOTr Recombinant HIV-l/HIV-2 3rd generation EIA y ABBOTT HTVAg-1).
• Los distintos anticuerpos frente al HIV presentes en los inmunocomplejos circulantes
u














• La cuantificación de las Inmunoglobulinas IgG, TgM e IgA en los inmunocomplejos se
u determinó por nefelometría (Array, Beckman). Esta misma técnica se utilizó para valorar la
u
concentración de inmunoglobulinas en el suero de estos pacientes.
u
• 3.2.4.- Disociación de los inmunocomplejos:
u
u
• La técnica utilizada para disociar los ¡CC está basada en el método descrito por Kesten
u et al. (1988) (124). 200 pl de las muestras de ¡CC fueron sometidos a un tratamiento ácido con
u
• 40 pl de CIH-Gly 1M (pH 2) (Panreac), en presencia de 0,05% de SDS, durante 10 minutos a
• 370 C. Posteriormente las muestras fueron neutralizadas con 30 pl de TRIS IM (Sigma) y
resuspendidas en un volumen de 300 pl de PBS (pH 7,2).u
u
• 3.2.5.- Determinación de Actividad anti-C04 en los ¡CC.
u
u
• La determinación de una actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos se valoró en base
• a la capacidad de los inmunocomplejos de unirse a una molécula C04 recombinante soluble, o
u
bien, a esta molécula expresada en la superficie celular. Ambas valoraciones se llevaron a cabo
• mediante ensayos inmunoenzimáticos.
u
u
3.2.5.6.- Unión de los inmunocomplejos a una molécula CD4 recombinante soluble:
u
• En este análisis se valoró la presencia de actividad anti-CD4 de los inmunocomplejos por
u
su capacidad de unirse a una molécula CD4 soluble recombinante (1.600 U/mí, T Ceil
• Science,INC.) fijada en placas de poliestireno de fondo plano.
u .- Descripción del ensayo inmunoenzimático:
u
• a. Para obtener una concentración de 16 U/pocillo de la molécula CD4 soluble
• recombinante diluida en solución salina (1600 U/mí), se añadieron 100
u pl/pocillo en placas de alta adherencia, de 96 pocillos (Costar).
• b. Las placas se mantuvieron 2 horas a 370 C y 12 horas a 40C.
• c. Posteriormente se lavaron 3 veces con solución salina y Tween-20 0,05% (Difco
laboratorios).u
• d. Se dispensaron lOO pl de inmunocomplejos (30-40 pg/ml) en cada pociflo y las
• placas se incubaron durante 1 hora a 370 C y 24 horas a 42 C.
u














• f. 100 pl de Anticuerpo monoclonal de cabra frente a ¡gO humana (1/1000),
• conjugado con peroxidasa (GAHu-PO, Sera-lab), se incubaron durante 1 hora a
u
372 C, lavándose las placas después con solución salina.
• g. Se añadieron 100 pl de solución de revelado, H20, con OPD ( o-fenildiamina,
• Abbott) durante 20 minutos.
u
h. La reacción se detuvo con 50 pl de Acido sulfúrico IN (50H2, 96% Panreac).
• i. La lectura de absorbancias se realizó a 492 nm (A~2), utilizando un lector de
• placas de micropocillos (SLT 210, Kontron).
u
Cálculo de resultados:
• La valoración de la presencia o ausencia de Actividad anti-CD4 en los
u
inmunocomplejos se determinó aplicando la ecuación siguiente:
% Activ. anti-CD4 = ( A492 Muestra ¡A492 Blanco ) x 100
• Se consideró esta actividad como positiva cuando fue =262%,ya que en el grupo control
u
analizado, formado por 10 inmunocomplejos no relacionados, aislados del suero de 6 pacientes
• con Artritis reumatoide y 4 con Hepatitis 8, se obtuvo un valor medio de 132 ±65 %.
u
u 3.2.5.7.- Unión de los ¡CC a la molécula CD4 expresada en membranas celulares:u
u
• La presencia de actividad anti-C04 en los inmunocomplejos circulantes se valoró en este
u
caso por la unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4 expresada en la superficie celular.
• Para ello se utilizó un ensayo inmunoenzimático descrito por Silvestris et al. (125) con
• algunas modificaciones, en el que se utilizó para obtener el extracto de membranas, células de
u
una línea linfoblástica 1 humana CD4+.
u
• * Mantenimiento de la línea linfobléstica T humana CD4+:
u
Los cultivos de la línea celular se realizaron con Medio RPM? 1640 suplementado con
• Suero de ternera fetal al 10%, cuyo complemento había sido inactivado por calentamiento a 56~
C durante 30 minutos, L-Glutamina 2mM, 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina.
u
Al añadir estos reactivos se utilizaron filtros de 0,22 pm (Millex-GS). La preparación del
• medio de cultivo así como el manejo de los cultivos, fueron realizados bajo condiciones estériles,
u en una Campana de flujo horizontal (Telstar).u
• Las células se mantuvieron en frascos esterilizados (Costar), en un volumen de 10 ml de
• medio completo, en una atmósfera de CO2 al 5%, a 37
2C. Para el seguimiento de la














A medida que la concentración celular aumentaba, superando una concentración de
• 5x10’ céiuias/lO mJ, se iban haciendo pases sucesivos a nuevos recipientes. realizándose una
• dilución 1/2 con medio de cultivo completo.
u En la congelación de las células se utilizó Medio RPM? suplementado con DMSO
• (Sigma) al 20% y STF al 40%.
• En criotubos de 1,8 ml (Nunk) se congelaban de 2 a 4 x 10’ células en 0,5 ml del Medio
u de congelación y 0,5 ml del Medio RPM!. Primero se guardaban en un congelador a -40~C y
• posteriormente se almacenaban en contenedores con Nitrógeno líquido.
• La descongelación de las células se hacía en un baño a 37~C y previamente al cultivo se
u
lavaban tres veces por centrifugaciones sucesivas, a 300 g, con medio RPMI. La viabilidad
• celular se determinó por exclusión del colorante Azul tripan.
U La expresión de CD4 en la línea linfoblástica se confirmó por citometría de flujo, con
u
• un anticuerpo monoclonal específico de CD4, conjugado con Ficoeritrina (Dako).















• Preparación del ensayo inmunoenzimético:
• * Obtención del extracto de membrana:
u
Las células de la línea celular linfoblástica T humana (2x10’) se resuspendieron en 1 ml
• de solución salina (pH 7.2) con NP-40 al 0,5%, PMSF 2 mM e Inhibidor de Tripsina 1 U/mí,
a obtenido de clara de huevo de gallina, y se incubaron durante 1 hora, en hielo, con agitación
u
• ocasional.
• Posteriormente se centrifugaron a 400 g durante >5 minutos a 40 C, en una Centrífuga
Modelo CS-GR de Beckman, para eliminar el núcleo. A continuación se sometieron au
• ultracentrifugación (100.000 g) durante 30 minutos, a 40 C, en una Centrífuga Modelo 12-21 de
















• Determinación de la concentración de proteínas en las muestras de extractos de
• membrana
:
u Después de resuspender el extracto de membrana en 1 ml de solución salina se valoró
• la concentración de proteínas de esta solución por colorimetría (Método de BIO-RAD). basado
• en el cambio que se produce en la absorbancia máxima de una solución ácida del colorante Azul
u Coomassie G-250 cuando se une a proteínas.
• Esta absorbancia varia de 465 nm a 595 nm. El cambio de color del colorante que se
• produce está relacionado con la concentración de proteínas de la muestra.
u
La lectura se efectuó a 595 nm en un espectrofotómetro modelo DU-5 de Beckman.
• Para construir la curva patrón y calcular la concentración de proteínas de la muestra obtenida
del extracto de membranas se realizaron diluciones seriadas de una muestra inicial de Albúmina
u
bovina (1 mg/mí), (ESA, SIGMA). La concentración de proteínas obtenida en los extractos de
• membrana variaba en cada aislamiento, pero en todos los casos se obtuvo una concentración =
u a 0,180 mg/ml al partir de una concentración celular de 2x10’ células/ml.u
• Los extractos de membrana se guardaron en alícuotas de 500 pl a -80~ C.
u
• * Ensayo inmunoenzimético:
u
u
• Previamente se valoró la concentración óptima de proteínas del extracto de membrana
u unido al fondo de los pocillos de placas de alta adherencia en la que se podía detectar lau
• molécula CD4. Esta valoración se realizó utilizando un ensayo inmunoenzimático en el que se
• comprobó la presencia de esta molécula con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD4
humano conjugado con peroxídasa (CelíFree), y en el que se observó que una concentración deu
• 3 pg/pocillo de las proteínas del extracto de membrana era suficiente para detectar una unión
• específica del anticuerpo anti-CD4.
u
u
• Para la preparación de las placas de alta adherencia de fondo plano con el extracto de
• membrana (3 pg/pocillo), se dispensaron 200 pI del extracto diluido en una solución con
u
carbonato sódico pH 9,3. La placa se incubó a 40 C durante toda la noche. Posteriormente se
• hicieron tres lavados con PBS-Tween-20 0,05% (Difco) y se bloqueó con PBS-BSA 3%,
manteniendo la placa a 370 C durante 1 hora, y después a 40 C durante toda la noche.e
La presencia de CD4 en los extractos de membrana fijados a la placa se confirmó
• mediante un ensayo inmunoenzimático con anticuerpos específicos (anti-CD4 humano de ratón
e














• Una vez fijado el extracto de membrana en la placa se dispensaron 100 pl de los
• inmunocomplejos (200 pg/ml) por pocillo, por duplicado, incubando la placa durante tres horas
u
• a temperatura ambiente.
• Después de lavar la placa se añadieron 100 pl del anticuerpo conjugado «-¡gO bu-PO
• (l/5x104) (Sera-Lab) a cada pocillo, dejando la placa a 37Q C durante 1 hora.u
Para revelar la reacción enzimática se utilizó solución de sustrato, H
202 con OPD como
• cromógeno (Abbott), 100 pl/pocillo, durante 20 minutos.
La reacción enzimática se paró con 50 pl de 504H2 1 N (Panreac) y la lectura se llevóu
• a cabo a una longitud de onda de 492 nm en un espectrofotómetro de placas (Kontrol
• Analytical, STL-210), frente a un blanco de solución salina.
e
e
• Cálculo de los resultados:
• % Actividad anti-CD4= ( A492 Muestra/ A~ Blanco) x lOO
u
e
• Como control de la unión de los inmunocomplejos a CD4 se utilizó un anticuerpo




• 3.2.6.- Unión de los inmunocomplejos a linfocitos de sangre periférica:
e
u
• La unión de Jos inniunocompiejos a Ja superficie de linfocitos de sangre periférica se
• estudió por Citometria de flujo. En este ensayo indirecto se valoró la inhibición que se producía
u
• en el marcaje con a-CD4-FITC (DAKO) de linfocitos de sangre periférica incubados con
• diferentes muestras de inmunocomplejos. Para ello se utilizó el siguiente protocolo:
u
u
• t Aislamiento de linfocitos de sangre periférica en un gradiente de Ficolí:
u
a) 5 ml de sangre periférica con heparina 1% (Rovi) de sujetos sanos se diluyeronu
• con 5 ml de solución salina, pH 7.2.
• b) En tubos de 10 ml con 2,5 ml de Ficolí (Lymphoprep, Nicomed) se añadieron 5
ml de la sangre diluida evitando que se mezclase con el Ficoil. Estos seu
• centrifugaron a 400 g, durante 20 minutos.
• c) Del gradiente que se forma se recogió con una pipeta Pasteur la capa de
u














• d) Las células se lavaron con solución salina mediante sucesivas centrifugaciones a
• 500 g, durante 7 minutos.
u
• e) El recuento de células se realizó en una placa de Neubauer con Azul Tripan para
• ver también la viabilidad de estas células, en un Microscopio óptico (Nikon), y
u
ajustar la suspensión celular a una concentración de 10’ células/ml en medio de
cultivo RPMI 1640 (Bio-Wittaker) o Solución isotónica de Cloruro Sódico al
• 0,9% (Braun Medical).
e
e
* fletección de ICC sobre linrocitos de sangre periférica:
e
u a) Cultivo de linfocitos de sangre periférica, 106/200 ¡sí, durante 2 horas, a 370, enu
• presencia de lOO pl de inmunocomplejos, concentrados aproximadamente a 200
• ¡sg/ml.
e b) Lavado de las células con solución salina en una Microfuga (Rereaus).
• c) Marcaje con 20 pl de anti-CD4-FTTC (Dako) durante 20 minutos a 40 C.
• d) Lavado y resuspensión de la células en 300 jil de PES.
e) Determinación de la fluorescencia en un Citómetro EPICS-C, COULTER.e
e
• Como control se consideró en cada ensayo el % de células marcadas con anti-CD4 de
e PBLs que no habían sido incubados con inmunocomplejos. El valor obtenido en todos los casos
• estaba en un rango entre un 30 y 37%.
• Para confirmar la unión de los complejos a la superficie celular se utilizó un anticuerpo
e
monoclonal frente a IgG humana conjugado con fluoresceína (Dako).
u
e 3.2.7.- Inhibición de la prolireración de linfocitos de sangre periférica por
u
• inmunocomplejos, en cultivos:
u
Para determinar la capacidad de los inmunocomplejos de inhibir el crecimiento celulare
• se hicieron cultivos in viti-o de linfocitos de sangre periférica de sujetos normales, estimulados
• con PHA (1 mg/mí), en presencia de diferentes inmunocomplejos aislados del suero de pacientes
infectados por MIV.e
• Como control se utilizaron inmunocomplejos aislados del suero de pacientes no
• infectados con patologías autoinmunes, como Artritis Reumatoide, o enfermedades infecciosas,
e













con * Ensayo de inhibición de la proliferacién de linfocitos de sangre periférica estimulados
a en presencia de inmunocomplejos.
e
e
• Para valorar si la presencia de ¡CC en los cultivos de linfocitos estimulados con PHA
u influía en su proliferación se aislaron linfocitos de sangre periférica de sujetos normales.
e
El aislamiento de linfocitos se realizó mediante un gradiente de centrifugación con Ficoil
• (Nycomed Pharmacía). Una vez purificados se ajustaron a una concentración de lx 106 en medio
u
completo RPMI-1640 (Flow), suplementado con 10% de Suero de ternera fetal (Flow), L-
• Glutamina 2mM (Flow), 50 U/ml de penicilina (Fiow) y 50 ¡sg/ml de estreptomicina (Flow).
• 100 ¡sí de esta suspensión se transfirieron a placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar)
u que se mantuvieron en cultivo a 370 C, en una atmósfera de CO2 al 5%, durante 72 horas.
• Los cultivos se estimularon con 10 pl de Fitohemaglutinina (1 mg/mí) (Gibco), dosis que
• previamente se había determinado como óptima. y se realizaron en presencia de
e inmunocomplejos (200 ¡sg/mI) aislados del suero de pacientes infectados por H¡V y sujetos no
• infectados con niveles elevados de ¡CC en suero.
• La proliferación celular se determiné por la incorporación de Timidina H3 en el DNA
de las células. Para ello se añadió a cada pocillo 1 pCi de Timidina H~ (Amershan) durante lase
• últimas 18 horas.
• Las células se recogieron utilizando un colector de células automático (Skatron,
e
• Noruega).
• La precipitación del DNA de estas células se »evó a cabo con J~l2O destiJada sobre papel
de filtro. Una vez que los filtros correspondientes a los distintos pocillos de la placa se secaron,
e
• se colocaron en viales minipoli-O (Beckman) con 2m1 de Líquido de centelleo (Fórmula 989,




• La valoración de la inhibición del crecimiento celular por ¡CC se determiné por la
disminución de incorporación de Timidina H3 en el DNA de las células, en un contador Betau
• (cpm).
• El porcentaje de inhibición del crecimiento celular por los ¡CC se calculé aplicando la
u siguiente fórmula:u
u
















• cpm PHA= Timidina H~ incorporada por el ADN de las células estimuladas con PHA.
u
u
• cpm ICC= Timidina H~ incorporada por el ADN de las células estimuladas con PHA, en
• presencia de inmunocomplejos.
e
u
Se consideró un porcentaje de inhibición significativo cuando éste era =22%, ya que
• ICC no relacionados, de pacientes seronegativos, presentaban un porcentaje de inhibición del
U crecimiento celular inferior a un 22%.u
u
• 3.2.8.- Infección in vitro de linfocitos de sangre periférica por ICC:
e
e
u Primero se aislaron linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos por un gradiente de
• densidad con Ficoil. 2x10’ linfocitos/ml se incubaron en placas de 24 pocillos (Costar) con medio
e
RPMI (Flow), suplementado con suero de ternera fetal al 10% (Flow), penicilina 50 U/mí,
• estreptomicina 50 ¡sg/ml y L-Glutamina 2 mM (Flow).
u
u
Las células se activaron con 20 pl de PI-JA (lmg/ml) (Gibco) durante 72 horas, en una
• atmósfera de CO2, a 370 C. A los tres días de cultivo se eliminó parte del sobrenadante de los
• cultivos y las células se incubaron con los diferentes inmunocomplejos aislados, a una
e
concentración de 200 ¡sg/mí, resuspendidos en medio de cultivo RPMI.
• Para mantener los cultivos durante más de una semana se añadió al medio IL-2
• recombinante (100 U/mi, Amersham).e
A los dos, cuatro, seis y diez días de cultivo se recogieron los sobrenadantes de los
• distintos cultivos para medir la concentración de antígeno p24.





3.2.8.1.- Cuantificación de niveles de antígeno p24 en el sobrenadante de los cultivos
• celulares.
u
La determinación de niveles de antígeno p
24 tanto en el suero y los inmunocomplejose
• de los pacientes infectados, así como en los sobrenadantes de los cultivos celulares, se realizó











3.2.8.2.- Detección de ADN proviral integrado en el genoma celular por técnicas de PCR.
La detección de HIV- 1 en ADN genómico supuso en primer lugar la extracción de ADN
y, en segundo lugar, la amplificación de dos segmentos diana, correspondientes a las regiones
env ypol del ADN proviral. mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
1) Extracción del ADN:
El ADN fue aislado de linfocitos de sangre periférica cultivados en presencia de
diferentes inmunocomplejos de pacientes infectados. La extracción se efectuó por precipitación
salina, técnica descrita por Miller, 5. A. et al., en 1988, con algunas modificaciones.
Los linfocitos de cada cultivo se resuspendieron en 1 ml de solución de lisis (STMT),
compuesta por sacarosa 0.32 M, Tris-CIH 1 mM, pH 7.5, MgCI2 5 mM y Tritón X-¡00 al 1%.
Posteriormente se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos y el precipitado obtenido,
correspondiente a los núcleos celulares, se resuspendió de nuevo en 0,5 mIde la solución STMT,
volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones.
El ADN se liberó de los núcleos mediante un tratamiento de 18 horas a 370 C, con 300
¡sg/mide proteinasa K (Sigma), en una solución de CINa 75 mM, EDTA 24 mM y SDS al 0.5%.
Las proteínas se eliminaron mediante precipitación con CINa saturado y centrifugación a 1500
g, de 15 a 30 minutos.
El sobrenadante obtenido se mezcló suavemente con un volumen igual de isopropanol,
hasta obtener una masa compacta de ADN, transferida a un tubo tipo eppendorf, con 1 ml de
etanol al 70%. Se centrifugó a 3000 g durante 2 minutos y después de eliminar el sobrenadante,
el precipitado de ADN se secó al vacío durante 10 segundos. Posteriormente se resuspendió en
100 pl de Tampón Electrolito (Tris-CHI 0.01 M, pH 7.5 y EDTA 0.001 M, pH 8), calentándose
a 500 C para disolver el ADN, y procediéndose a continuación a su cuantificación.
2) Cuantificación del ADN:
Para calcular la cantidad de ADN extraída, se midió la absorbancia de vhias diluciones
de la muestra a 260 nm, en un espectrofotómetro UV/V DU-5 (Beckman). La concentración
se obtiene al utilizar la siguiente reacción:
ADN ¡sg/ml = A260 (inversa de la dilución) x 50
Es aconsejable también medir la Absorbancia a 280 nm, ya que siempre que el índice
A2~ / A280 sea muy diferente a 1.5, es posible que exista una contaminación con proteínas.
35
u
3) Electroforesis en geles de agarosa: 
Para comprobar que el ADN extraído no estlí degradado. la muestra se somete a una 
electroforesis en geles de qarosa al 1%. Previamente el azar se disuelve con calor y agitación. 
en el tampón electrolito TAE (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M). Una vez que la solución 
alcíinza el punto de ebullickín, se deja enfriar por debajo de 00” C y se añade una concentración 
final de 0.5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma), que permite visualizar el ADN una vez llevada 
a cabo la electroforesis. 
El gel se deja polimerizar en frío y posteriormente se introduce en la cubeta de 
electroforesis que contiene solución TAE. 
Las muestras de ADN se diluyen en un volumen igual de la solución TAE y se dejan 
migar en el gel a 60 V durante 30 minutos, en una cubeta horizontal (BRL), Una vez que ha 
terminado LI rlectrof«resis. el ADN se ohserw en un visualizador de geles con luz ultravioleta 
incorp«rad;l, Fotodyne (lherlaho). 
4) Amplilicariím del ADN por la reaccih en cadena de la polimerasa (PCR) 
El ADN de los linfocitos fue amplificado para su estudio, mediante la reacción en 
cadena de Ia enzima Tq ADN polimerasa (Perkin Elmer cetus, Norwalk, CT), tkcnica que 
permite. aprovechando la naturaleza termoestable de esta enzima, la expansi6n exponencial del 
segmento :I amplificar. mediante la repetición de tres pasos hlísicos (desnaturalización de la 
muestra. alineamiento dc los cehxfores o iniciadores y ex~ensii>n del ADN) (136). 
En este caso los fragmentos a amplificar, para poder inferir la presencia de ADN 
proviral integrado en el genorna celular, pertenecían a las regiones erw y [XI/ del HIV-l. 
Un problema de la alta sensibilidad de la PCR es que una mínima contaminación de la 
muestra o de los reactivos por la secuencia diana de ADN se amplificaría y podría dar lugar, 
a la hora de interpt-rtar los resultados para el diagrxístico de la infección, a falsos positivos. 
Para evitar cualquier posibilidad de contaminacicin. la preparación de las muestras de 
PCR se realizan en una cabina de flujo laminar y nunca se utilizan en el mismo sitio de trabajo 
pkmidos o productos de PCR, utilizándose las precauciones recomendadas por Knok et al. 
(127). 
Previamente. para comprobar que el lisado obtenido se podía amplificar se hicieron 







• Para detectar ADN viral se utilizaron oligonucleótidos específicos para amplificar las
regionespot (JAI7/JA2O) y env (JAI3/JA 16). La reacción en cadena de la polimerasa se realizó
u
en dos reacciones, la primera con un par de oligonucleótidos externos (JA13/1A16) y
u (JAI7/JA2O) y la segunda con un par de oligonucleótidos internos (1A18/JAI9) y (JA14/3A15)
• (Nested PCR).
u
• A) REGION ENV gp4l
U ¡a PCR (primers: JA13 JAI6)
• Condiciones de reacción:
u
- Termociclador Perkin Elmer 9600
• - Volumen final 50 ¡sI:
u - 5 pl IOx PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8.3)
u - 14 ¡st MgCI2 25 mM (7 mM final)
U - 0,25 ¡sí dNTP 10 mM (200 ¡sM)
• - 1,25 ¡sí de cada primer a 10 pmoles/pl
• - 29 pl H20 DEPC
• - 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
• Añadir 2 ¡sg de ADN genómico en lO pl
Cubrir con aceite mineral ligero
Cic>os:
-95v C 5 minutos
- 24 ciclos: 950 C 20 s
450 C 20s
u 720 C 20s (+ 2s. por ciclo)
u - 720 C 5 minutos
u
• Y PCR (primers: JAI4 JAIS)
u
Condiciones de reacción:
- 5 ¡sí del producto de la primera amplificación.
- 4 pI lOx PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8,3)
u - 8 pI MgCI2 25 mM (7 mM final)
u - 0,25 ¡sí dNTP 10 mM (200 ¡sM)
• - 1,25 ¡sí de cada primer a 10 pmoles/¡sl
u - 30,25 ¡sí 1120 DEPC
u - 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
u - Cubrir con aceite mineral ligero
• - Ciclos:
~950 C 5 minutos
-24 ciclos: 950 C 20s
500 C 20 s



















• B) REO¡ON POL
u
ía PCR (primers: JA17 JA2O)
Condiciones de reacción:u
u - Termociclador Perkin Elmer 9600
u
• - Volumen final 50 ¡sí:
u
• - 5 ¡sI lOx PCR buffer (Tris 10 mM final pH 8,3)
• - 14 ¡sí MgCI2 25 mM (7 mM final)
• - 0,25 ¡sí dNTP 10 mM (200 ¡sM)
- 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/¡sl
- 29 ¡sí H20 DEPC
- 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
• - Añadir 2 ¡sg de ADN genómico en 10 ¡sI
• - Cubrir con aceite mineral ligero
• - Ciclos:
• -95~ C 5 minutos
• -24 ciclos: 950 C 20s
410 C 20 s
• 720 C 20s (+ 2s. por ciclo)
2~ PCR (primers: JAI8 JAI9)u
Condiciones de reacción:
u
• - 5 ¡sí del producto de la primera amplificación.
u - 4 ¡sí lOx PCR buffer (Tris lO mM final pH 8,3)
• - 7,5 ¡sI MgCI, 25 mM (3 mM final)
• - 0,25 ¡sí dNTP lO mM
• - 1,25 pl de cada primer a 10 pmoles/pI
- 30,25 ¡sI H20 DEPC
- 2,5 U Taq pol (Perkin Elmer)
- Cubrir con aceite mineral Ligero
- Ciclos:
• 950 C 5 minutos
• -24 ciclos: 950 C 20 s
u 4l~ C 20s
• 72~ C 20s (+ 2s. por ciclo)
• ~720 C 20s. (+ 2s. por ciclo)
u
u
• En todos los experimentos se pusieron controles negativos, sin ADN, sometidos












5) Análisis de los productos amplificados:
Para comprobar que la amplificación ha sido correcta se analizó el 20% del producto
amplificado, en este caso 10 ¡sí del 20 amplificado, en geles de agarosa al 1.5% en el tampón
electrolito TAE, previamente descrito. La tinción se realizó con bromuro de etidio (0.5 ¡sg/mí).
Para comparar el tamaño del producto amplificado se utilizaron marcadores de bajopeso
molecular (OX 174 digerido con HaeTil, Stratagene).
Los productos amplificados tienen 172 pb (región env, correspondiente a gp4l) y 129 pb
(región pol).





























































































• 3.2.9.- Estudio de la capacidad citotóxica de linfocitos T CDS+ de pacientes Infectados
frente a linfocitos T CD4+ mediante ensayos de liberación de C¿’.u
u
• Estos ensayos fueron utilizados para determinar Ja presencia en pacentes infectados por
u
H¡V de células T citotóxicas capaces de reconocer determinantes antigénicos en la superficie
• de linfocitos no infectados.
u
Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de individuos normalesu
u y en algunos casos de pacientes infectados, estimulados con PRA (¡mg/mí, BioWittaker).
u Durante siete días se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
u
un 10% de Sil, L-Glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina, y 50 ¡sg/ml de estreptomicina, a
• 37~ C, en una atmósfera de CO2 al 5%.
u El aislamiento de PBLs se realizó en un gradiente de centrifugación con Ficoll-Hypaque.
u
u
• Como células efectoras se seleccionaron linfocitos T CD8÷ de PBLs aislados de
e
pacientes infectados, mediante separación inmunomagnética (Dynabeads M-450 CD8).
Las células fueron aisladas de sangre periférica mediante esferas inmunomagnéticas
• (Dynabeads. Dynal), cubiertas con un anticuerpo monoclonal frente a CD8. Posteriomente se
u aislaron por aplicación de un imán (Separador de partículas magnéticas, Dynal). Se lavaron tresu
• veces con PBS frío con un 2% (y/y) de STF y se separaron de las esferas con un anticuerpo
• anti-Fab’ (DetachaBead, Dynal).
u Posteriormente se comprobó por Citometria de flujo que la población seleccionadau
• estaba constituida en su mayor parte por linfocitos T CDS+ (89%), encontrándose en todas las
• muestras analizadas una contaminación mínima por células NK =1%.
u Por último las células fueron congeladas con medio RPMI, 20% de DM50 y 40% de
• STF en criotubos de 2ml y conservadas en nitrógeno líquido hasta su utilización.
u
u
* Determinación de la respuesta citotóxica:
• La cuantificación de la respuesta citotóxica mediada por linfocitos T CD8+ se realizó
• mediante ensayos de liberación de Cr Si, en los que se siguieron los siguientes pasos:
u
u
u 1.- Marcaje de las células diana (0,5 x 10’), resuspendidas en loo ¡sí de STF, con 100 pCi
• de
51CrO
4Na2, New EngJand Nuclear, en tubos de 12 ml cónicos (Costar), durante una
u















• Para eliminar el exceso de cromo las células se lavan 4 veces con Medio RPMI
con STF al 5% por sucesivas centrifugaciones a 1700 rpm.
u
Posteriormente se cuentan las células, se hace una viabilidad y se comprueba la
• radiactividad incorporada. Para el ensayo de citotoxicidad se utilizan 2000 células diana,
U con una incorporación de cromo de aproximadamente 500 cpm.
e En el caso de los linfocitos esta relación fue la que se obtenía normalmente en
• cada ensayo, pero en el caso de las células de la línea linfoblástica, la incorporación de
U cromo fue menor y por lo tanto se utilizó un mayor número de células diana, 4000 a
u
• 5000, para obtener un marcaje igual.
u
U t- Dispersión en placas de 96 pocillos con el fondo en forma de V (Costar) de lasu
• células diana, entre 2000 y 4000 células en lOO ¡sí de Medio RPMI y de las células
• efectoras en distintas concentraciones, en un volumen de 0,1 mí, para tener distintas
relaciones célula efectora - célula diana (E:D): (10:1), (5:1), (2:1) y (1:1). Cada ensayou
• se valoré por triplicado.
• Para que las células queden lo suficientemente próximas se centrífuga la placa
u
a 80 g durante 5 minutos.
• La placa de citotoxicidad se incuba durante 4 horas a 37Q C, en una atmósfera
• de CO2 al 5%. Al cabo de ese tiempo se recoge el sobrenadante (100 ¡sí) para
u determinar el porcentaje de Cr
51 liberado en tubos de plástico. La lectura se efectuó en
• un contador gamma (Cobra U, lvisa).
u
u
Cálculo de los resultados:
• El porcentaje de lisis específica se calcula para cada población de linfocitos citotóxicos,
• de cada paciente infectado por HIV estudiado, con la siguiente fórmula:
u
u




U Liberación de Cr5’ por las células diana incubadas con las células efectoras.
u Liberación espontánea:
u
• Liberación de Cr5’ por las células diana incubadas con medio de cultivo.
U Liberación maxíma:














* Inhibición de la respuesta citotóxica:
u
u
Para determinar el fenotipo de las células efectoras y su especificidad frente a las células
• diana, se utilizaron anticuerpos monoclonales frente a CD8 y CD4 (Dako) respectivamente.
• Previamente a los ensayos de citotoxicidad, las células efectoras se incubaron con 10
u
• ¡sg/ml de Anticuerpo anti-CD8 purificado, durante 30 mm, a 40 C.
• Para determinar un proceso de bloqueo en la lisis celular, parte de las células diana
• utilizadas en los ensayos, se incubaron con 10 ¡sg/ml de Anticuerpo anti-CD4, durante 1 hora,
u
a 370 C, durante la fase del marcaje con Cr~’.
u
• 3.2.10.- Métodos estadísticos.u
u
• La comparación de los resultados obtenidos en los diferentes grupos de pacientes
u infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana, establecidos para su estudio
u
• comparativo, se realizó mediante la aplicación de distintas pruebas de significación.
• Se aplicó la prueba de Student para identificar la diferencia de las medias de dos grupos.
Para estudiar la asociación o independencia de dos variables cualitativas dentro de unae
• muestra, se utilizó la prueba de chi-cuadrado, de acuerdo con la forma descrita por Bancroft et
• al. (128), utilizando la corrección de Yates cuando fue necesario.
u Por último, para ver la fuerza de asociación entre dos variables se realizó una correlación
• lineal.




























































































































• 4.1.- PAPEL PATOGENICO DE LOS INMUNOCOMPLEJOS CIRCULANTES























































• 4.1.1.- Asociación entre la progresión de la infección y las siguientes característ¡cas de
U los Inmunocomplejos:
u
• 4.1.1.1.- Frecuencia de niveles elevados en el suero de pacientes infectados.
u
4.1.1.2.- Composición.

















• 4.1.1.1.- Frecuencia de niveles elevados de Inmunocomplejos circulantes en el suero de
• pacientes infectados por HIV.
u
u
• En un primer estudio, para valorar el significado patológico de los inmunocomplejos
• circulantes en la infección por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, se analizaron los
u
niveles de ¡nmunocomplejos circulantes en el suero de 69 pacientes infectados.
• La determinación de los niveles de inmunocomplejos se llevó a cabo por precipitación
con Sulfato amónico 1,04 M.
u
En función de las tres categorías definidas en la infección por H¡V por los Centros del
• Control de Enfermedades de Atlanta, el 45% de los pacientes fue incluido en la categoría A,
u
ya que se encontraban en un estado asintomático, mientras que el 21% y el 34% se incluyeron
• en las categorías B y C respectivamente, teniendo en cuenta su cuadro clínico.
• En cada categoría se distinguieron tres niveles según el número de linfocitos T CD4±
u que presentaban los pacientes en sangre periférica, siendo un número mayor que 500 células/¡sl
• equivalente a un nivel 1, un recuento entre 500 y 200, un nivel 2, y unos niveles de linfocitos
• menores a 200/pl, un nivel 3. Siguiendo este baremo, un 23% de los pacientes se incluyeron en
u un nivel 1, un 52% en un nivel 2 y un 25% en un nivel 3.u
u En total, el porcentaje de pacientes en cada grupo fue de un 16% (Al), un 23% (A2),
• un 6% (A3), un 4% (BI), un 10% (B2), un 7% (B3), un 3% (Cl), un 19% (C2) y un 12% (C3).
u Los niveles de ¡CC en el suero de estos pacientes fueron elevados, encontrándose en un
• rango de 114 a 4.100 ¡sg/mL
• La media de los niveles de inmunocomplejos obtenida en los tres grupos de pacientes
u incluidos en las categorías clínicas A, B y C fue de 1.074 ±95& 947 + 474 y 791 ±646 ¡sg/ml
• respectivamente.
• Estos resultados indican que no existe una diferencia significativa entre los niveles de
u
• inmunocomplejos que presentan los pacientes y su estadio clínico (t= 1,23 / p=O,22).
• Del mismo modo, tampoco existe una diferencia significativa entre la media de los
e niveles de inmunocomplejos correspondientes a los tres grupos de la infección realizados en
u
función del número de linfocitos T CD4+/¡sl que presentaban los pacientes, 745 ±766 (1); 976
U ±625 (2) y 1.096 ±1.040 (3), (t= 1,10 / p=O,28).
u
u
• Niveles elevados de inmunocomplejos (> 500 ¡sg/mí) se detectaron en 50 pacientes, lo
U cual supone un 72% de los casos estudiados. 24 de estos pacientes (48%) permanecían en un
u estado asintomático (A), mientras que el resto de los pacientes (52%) presentaba algún síntomau













u Al comparar el estado clínico de los pacientes, en función de su clasificación en una
u
categoría A, B ó C de la infección, con la presencia de niveles elevados de inmunocomplejos
circulantes en suero, superiores a 500 ¡sgml, observamos que no existía una diferencia
• significativa (p > 0.05), ya que niveles elevados de inmunocomplejos se podían encontrar con
u igual frecuencia en el grupo de pacientes asintomáticos y en aquellos formados por pacientes
• incluidos en una categoría B ó C de la infección.
• Sin embargo, si se observó una diferencia significativa (p c 0.05) con respecto al número
u de linfocitos T CD4+ que presentaban en circulación estos pacientes, ya que un 79% de losu
• pacientes que presentaban niveles elevados de inmunocomplejos, >500 ¡sg/mí, tenían un número
• de linfocitos T CD4+ menor a 500 células/pl, mientras que el 21% de estos pacientes
u
presentaban niveles de linfocitos en sangre periférica superiores a 500 células/pl (TABLA 1.¡).
u
• Relación entre la presencia de niveles elevados de Inniunocomplejos circulantes ( > 500
u ¡sg/mí) y la detección de antígeno p24 en el suero de pacientes infectados por HIN.u
e
• En un grupo de 42 pacientes con niveles elevados de inmunocomplejos, se hizo un
u
estudio para determinar si este parámetro estaba o no relacionado con la presencia de antígeno
• p24 en suero. En este análisis se encontró que la mayoría de los pacientes con niveles de
• inmunocomplejos elevados (n=30), un 72% de los casos, no presentaba niveles significativos de
u
• antígeno p24 en suero.
• En 14 casos de este grupo de pacientes, en los que no se detectó antígeno en suero, lo
cual supone un 46% de los casos analizados, sí se pudo detectar éste en los inmunocomplejos
u
• después de disociarlos a pH ácido.
• Esto último implica que en algunos casos de la infección se podría estar encubriendo la
presencia de antígenos virales mediante la formación de complejos antígeno-anticuerpo, siendo




















TABLA 1.1.- Asociación entre la presencia de
pacientes infectados por HIV, su









niveles elevados de ¡CC (>500 ¡sg/mI) en
















































































• 4.1.1.2.- Análisis de la composición de los ¡CC.
u
u
• En un segundo estudio, en el que se analizó la composición de los inmunocomplejos
• correspondientes a 141 pacientes, se observó que la clase de inmunoglobulina ¡gO estaba
u
presente en el 80% de los casos analizados, mientras que IgM se detectó en un 15%, e Igá solo
• en el 5%. La media de las concentraciones de estas inmunoglobulinas en los inmunocomplejos
• fue de 6,3 ±5,9 (¡gO), 2,9 ±2,1 (¡gM) y 1,4 ±0,2 mg/dl (IgA).
u Se observó que no existía una correlación entre los niveles de inmunocomplejos y los de
• las inmunoglobulinas ¡gG, ¡gM e ¡gA en el suero de los pacientes (r= 0,4. r= 0,03 y r= 0,2),
• ni entre los niveles de IgO en los inmunocomplejos y en el suero (r= 0.5).
u
u
• Posteriormente se determinó la composición de los inmunocomplejos en función de la
u presencia de anticuerpos frente al virus de la Inmunodeficiencia Humana y de antígenos virales,
u fundamentalmente p24. Este estudio se llevó a cabo en un grupo de 66 pacientes, incluidos por
u su estado clínico y sus niveles de linfocitos C04+ en los siguientes grupos: Al (9), A2 (16), A3
u (4), 81(2), B2 (6), 83 (6), CI (2), C2 (12) y C3 (9). En este análisis fueron definidos cuatro
u
variantes en los Inmunocomplejos circulantes : (Ac+Ag±),(Ac+Ag-), (Ac-Ag+) y (Ac-Ag-).
u
• * Análisis de la composición de los ¡CC en relación con la progresión de la infección.
u
u
• Al tener en cuenta solamente una de las dos variables siguientes, presencia o no de
u
anticuerpos anti-HTV o de antígeno p24 en los mnmunocomplejos. no se observó ninguna
• diferencia significativa entre una composición determinada de los inmunocomplejos y el estado
• clínico en el que se encontraban los pacientes, asintomáticos o incluidos en una categoría E ó
C (p > 0,05) (Tabla 2.1).u
• Sin embargo, si se observó una diferencia significativa entre la presencia o ausencia en
• los inmunocomplejos de anticuerpos frente al virus o antígeno p24 con respecto a los niveles de
u linfocitos T CD4 + que presentaban estos pacientes, observándose que la presencia en los
• inmunocomplejos de antígeno p24 era mayor en pacientes con niveles de linfocitos inferiores
• a 500/¡sl, (p < 0,05), (Tabla 2.11).
u La frecuencia con la que aparecían las distintas variantes de inmunocomplejos, definidas
• en función de su composición, se analizó en distintos grupos de pacientes, establecidos en
• función del estado clínico de los pacientes, asintomático o sintomático, incluidos en las
u
• categorías E ó C de la infección, o bien, teniendo en cuenta los niveles de linfocitos T CD4+













• En este análisis se observó que los inmunocomplejos en los que se detectaron
u
anticuerpos anti-H¡V y antígeno p24, (Ac+Ag+), aparecían con mayor frecuencia en pacientes
• que se encontraban en un estadio más avanzado C (46%), mientras que inmunocomplejos Ac+
• Ag- eran más frecuentes en pacientes asintomáticos (50%>. Los inmunocomplejos Ac- Ag+ se
observaron con una frecuencia mayor en pacientes incluidos en una categoría A (50%) (Tablau
• 2.111).
• Con respecto al estado inmunocomprometido de los pacientes, se observó que ¡CC con
u
una composición (Ac+Ag+) solo aparecían en pacientes con unos niveles de linfocitos T CD4+
u circulantes menores a 500/¡sl (Tabla 2.1V).
• Según estos datos la presencia conjunta de anticuerpos frente al HIV y antígeno p24
u
en los inmunocomplejos podría significar un mayor riesgo de progresión en la infección hacia
• un estado de SIDA y la presencia de este tipo de inmunocomplejos en la circulación podría
• considerarse como un parámetro de mal pronóstico.
u
u
u También se realizó un estudio comparativo en 59 de estos pacientes para determinar si
u la presencia de antígeno p24 en los inmunocomplejos o en el suero estaba asociada al grado de
u
infección o con los niveles de linfocitos T CD4+ que presentaban estos pacientes.
u En este análisis se observó que no existía una asociación entre la presencia o nó en los
u
inmunocomplejos y en el suero de antígeno p24 con el estado clínico del paciente, ya que las
• variantes estudiadas (AgICC+/AgS+), (Ag¡CC-/AgS+), (AgICC+/AgS-) y (AgICC-/AgS-),
• aparecían con igual frecuencia en pacientes incluidos en una categoría A o en las categorías E
u ó C (Tabla 2V).u
• Pero si se observó que la presencia de antígeno p24 tanto en el suero como en los
• inmunocomplejos circulantes era más frecuente en aquellos pacientes con nivelés de linfocitos
u T CD4+ en circulación inferiores a 500/¡sl (Tabla 2.VT).
u
• * Análisis de la especificidad de los anticuerpos frente a las distintas proteínas virales
u
observada en ICC de pacientes infectados por HIV.
u
• Las diferentes especificidades de los anticuerpos frente al T-I¡V presentes en aquellos
u
• inmunocomplejos en los que se había determinado previamente anticuerpos anti-HIV por
• ensayos inmunoenzimáticos se analizaron por Western Blott.
Esta valoración se llevó a cabo en 17 pacientes, incluidos en las siguientes categorías de
u
la infección : A (8), E (4) y C (5), de los cuales, 11 presentaban un número de linfocitos T













• Lo más significativo de este estudio es que se observaron anticuerpos frente a gplGO en
• todas las muestras de inmunocomplejos analizadas y que la presencia de anticuerpos frente a
u
la proteína gp4l sólo pudo ser detectada en inmunocomplejos de pacientes con alguna
• manifestación clínica, incluidos en una categoría B ó C de la infección (Tabla 2.VII).
• En este análisis también se observó que la frecuencia de anticuerpos frente a la proteína
u
• p24 era mayor en aquellos pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulación inferiores
• a 200 células/¡sl (Tabla 2.VIII).
Estos resultados sugieren que en la infección por ¡-(IV se podría valorar por Western
u
Blot la aparición o disminución de anticuerpos con una determinada especificidad frente a las










































TABLA 2.1.- Asociación entre la presencia de Anticuemos frente al HIV o Antígeno p24







Ac+ 11 16 X2= 0,03
p = 0,85Ac- 18 21
Ag+ 8 ¡3 X2= 0,14
p = 0~69Ag- 21 24
TABLA 2.¡I.- Asociación entre la presencia de Anticuerpos anti-HIV o Antígeno p24







Ac+ 3 24 X2= 1,3
p 0,25Ac- lO 29
Ag+ 1 20 X24,8




























































TABLA 2.¡T¡.- Frecuencia de los distintos tipos de inmunocomplejos definidos en función de su
composición en los tres grupos de pacientes analizados, establecidos por el estadio clínico
que muestran los pacientes.
¡CC Cat.A I~aLB Cat.C
Ac+ Ag+ 31% 23% 46%
Ac+ Ag- 50% 35% 15%
Ac- Ag+ 50% 12% 38%
Ac- Ag- 45% 16% 39%
TABLA 2.¡V.- Frecuencia de los distintos tipos de inmunocomplejos definidos en función de su
composición en los tres grupos de pacientes analizados, establecidos por los niveles de linfocitos









Ac+ Ag+ 0% 69% 31%
Ac+ Ag- 21% 50% 29%
Ac- Ag+ 12% 62% 26%





























































TABLA 2.V.- Relación entre la presencia de Antígeno p24 en los ¡CC y/o en
el suero de pacientes infectados por HIV y su estado clínico.
Ag ¡CC Ag suero Cat. A Cat. B/C
+ + 8% 9%
+ - 23% 24%
- + 19% 18%
- 50% 49%
TABLA 2.VI.- Relación entre la presencia de Antígeno p24 en los ICC y/o en









+ + 0% 11%
+ - 17% 25%
- + 33% 15%






















































TABLA 2.VIT.- Frecuencia de las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las
diferentes proteínas del virus observada en inmunocomplejos de
pacientes infectados por HIV, clasificados en dos grupos en función de
la categoría de la infección en la que fueron incluidos.







































































TABLA 2.VII¡.- Frecuencia de las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las
diferentes proteínas del virus observada en inmunocomplejos de
pacientes infectados por HTV, clasificados en dos grupos en función de














































































• 4.1.1.3.- Detección de actividad anti-CD4 en Inmunocomplejos circulantes aislados del
u suero de pacientes infectados por HIN.
e
u
• Actualmente existen muchos indicios para pensar que durante la infección por HIV
e
puede aparecer una respuesta de origen autoinmune.
No solamente esta hipótesis esta basada en la observación en algunos pacientes de
• enfermedades en las que pueden estar implicados fenómenos autoinmunes, como una púrpura
u
trombocitopénica idiopática. sino también por algunos datos inmunológicos detectados en
• pacientes infectados (112).
• Recientemente se ha descrito la presencia de complejos gpl2O/anti-gpl2O en
u inmunocomplejos circulantes aislados del suero de pacientes infectados por HIV, capaces de
u
• unirse a la molécula CD4 expresada en linfocitos de sangre periférica, que podrían estar
U implicados en potenciar la infección (129).
u
e
• En nuestro trabajo nos propusimos determinar si en las muestras que teníamos de
• inmunocomplejos correspondientes a pacientes infectados, existía una actividad anti-CD4. Para
a
determinar esta actividad se valoró la unión de los inmunocomplejos a una molécula CD4
• recombinante soluble o bien, a esta molécula expresada en extractos de membrana de una línea
• linfoblástica T humana CD4+. Ambos estudios se realizaron por ensayos inmunoenzimáticos.
u
u
• Valoración de la unión de los Inmunocnmplejos a una molécula CD4 recombinante
e soluble.
u
Este estudio fue llevado a cabo en un grupo de 74 pacientes. Siguiendo la clasificación
U utilizada por los Centros de Control de Enfermedades de Atlanta, los pacientes fueron incluidos
u en las siguientes categorías de la infección: 34 (A), 14 (B), y 26 (C).
u
u Dentro de cada categoría se han definido tres niveles en función del número de linfocitos
• T CD4+ que muestran los pacientes en sangre periférica. Siguiendo este criterio, los pacientes
u se incluyeron en un nivel 1(17), un 2 (37) y un 3 (20).
u
u
• La determinación de actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos se valoró en función
u de su capacidad de unirse a una molécula CD4 recombinante soluble fijada en placas de
u
u poliestireno. Esta unión se reveló en ensayos inmunoenzimáticos con un anticuerpo anti-IgG
U humana conjugado conperoxidasa y los resultados obtenidos en densidades ópticas se reflejaron
u









En este estudio se determinó que 12 pacientes presentaban inmunocomplejos con
actividad anti-CD4 (Figura 3.1), lo cual supone un 16% de los casos.
Aunque la presencia de esta actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos no está
relacionada con el grado de la infección, ya que fue detectada con una similar frecuencia en
inmunocomplejos aislados del suero de pacientes asintomáticos (47%) y de aquelios incluidos
por su estadio clínico en una categoría B ó C de la infección (53%), la mayoría de estos
pacientes (n=8), presentaba niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica inferiores a
500/pl.
La existencia de esta actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos fue observada en un
porcentaje relativamente bajo de los pacientes analizados y tan solo en un caso se pudo
diagnosticar como patología autoinmune, una púrpura trombocitopénica idiopática. Pero aún
así, no se puede descartar la hipótesis de que esta actividad tenga algún significado patogénico
en la infección de algunos pacientes.
De hecho, en un caso, en el que se pudo valorar la evolución de la infección del
paciente, se observó un cambio en la actividad anti-CD4 de sus inmunocomplejos. En este caso
se analizaron distintas muestras de inmunocomplejos recogidas a lo largo de dos años,
detectándose un cambio en la actividad anti-CD4 de los inmunocomplejos aislados a finales del
segundo año. Este cambio coincidió con una progresión de la infección, así como con una
disminución de los niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica del paciente (Figura 3.2).
Con estos resultados no se podría utilizar de una forma generalizada la presencia de
actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos como un parámetro de mal pronóstico de la
infección, aunque si se podría tener en cuenta en aquellos casos en los que se observe una
disminución de linfocitos TCD4 +,ya que los inmunocomplejos podrían estar implicados en este
proceso.
Esta actividad frente a la molécula CD4, detectada en los inmunocomplejos, podría
deberse a la presencia de antígeno gpl2O o de anticuerpos antiidiotipo dirigidos frente a
anticuerpos anti-gpl2O en los inmunocomplejos. Esta última idea podría apoyarse en cierta
manera, en la observación de que en el 28% de los inmunocomplejos que presentaban esta
actividad no se detectó antígeno p24 formando parte de los inmunocomplejos, lo cual podría
reflejar la no existencia de otros antígenos virales como consecuencia de la ausencia de una fase





























































TABLA S.l.- Datos referentes a los inmunocomplejos utilizados en la determinación de
actividad anti-CD4.
¡CC % Act. «004 CLINICA 0D4/gI
-310 Neg. 158% 02 239
1-315 Pos. 731% 82 385
-327 Neg. 113% Al 901
1-349 Neg. 254% 03 154
1-285 Neg. 259% A2 315
1-301 Neg. 204% El 629
-303 Neg. 114% 03 63
-371 Neg. 253% 03 32
1-372 Pos. 272% A2 396
-373 Neg. 193% A3 266
1-374 Neg. 71% A2 448
1-375 Neg. 124% Al 648
1-388 Pos. 812% 02 252
.359 Pos. 375% A2 396
-358 Pos. 312% 82 378
1-355 Neg. 172% A2 290
(-356 Neg. 229% A3 176
1-361 Neg. 73% 02 365
3-362 Neg. 85% Cl 507
-364 Neg. 144% Al 640
1-365 Neg. 175% 02 288
1-366 Ncg. 190% 02 312
1-387 Neg. 80% 03 120




(Identificación de la muestra)(% de actividad anti-CD4)














































CC %Act. «004 CLíNICA CD4/gl
1-378 Neg. 89% A2 238
-380 Neg. 84% RS 60
1-381 Neg. 162% A2 434
1-382 Neg. 21% Al 990
1-383 Neg. 140% A2 390
-387 Neg. 84% Al 702
1-388 Neg. 20% 03 135
1-389 Neg. 27% 02 280
1-390 Nog. 29% Al 882
1-391 Neg. 76% Al 609
1-230 Neg. 77% A2 313
1-237 Neg. 93% 62 340
1-239 Neg. 138% A2 204
1-261 Neg. 75% RS 143
1-263 Neg. 89% A2 266
1-264 Neg. 208% Al 600
1-279 Neg. 21% A2 210
1-281 Neg. 85% A2 456
1-287 Neg. 88% AS 133
1-288 Neg. 88% RS 180
1-289 Neg. 91% 62 342
1-290 Neg. 83% Al 800
1-291 Nog. 100% 62 306
1-292 Neg. 52% 63 143
















































00 %Act. «004 CLíNICA 004/al
1-304 Neg. 83% A2 304
1-305 Neg. 50% 02 225
1-306 Neg. 68% CI 962
-307 Neg. 128% B2 224
1-308 Neg. 102% 02 364
1-309 Neg. 90% 02 247
-311 Neg. 92% Rl 760
1-313 Neg. 122% 02 336
1-314 Neg. 120% A2 227
1-317 Neg. 97% 02 440
-328 Pos. 328% Al 799
.331 Neg. 124% A2 227
-335 Neg. 115% 02 323
1-338 Pos. 367% B3 143
-338 Pos. 269% 03 24
1-339 Pos. 377% Al 779
1-340 Pos. 489% Al 583
1-341 Neg. 195% 03 154
1-342 Pos. 439% Al 595
1-343 Neg.241% 03 39
¡.344 Pos. 305% B3 120
1-348 Neg. 213% 03 102
-350 Neg. 54% AS 276
1-352 Neg. 99% 02 208





























































TABLA 3.¡I.- Frecuencia de inmunocomplejos con actividad anti-rCD4 en pacientes infectados
por HIV, divididos en función de su estadio clínico y sus niveles de linfocitos T
CD4+ en sangre periférica.
FIGURA 3.1
Actividad anti-rCD4 en inmunocamplejos
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lOO con una actividad anti-r004 262%
Actividad snti-rOD4 en lnmunocompleJos










































































u FIGURA 3.2e Cambio de la actividad anti-rGD4 en los
• inmunocomplejos de un paciente.
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• * Unión de los Inmunocomplejos circulantes a la molécula CD4 presente en extractos
• de membrana de una línea linI’oblástica T humana CD4+.
u
u
• Para determinar si los inmunocomplejos aislados del suero de pacientes infectados eran
• también capaces de unirse a la molécula CD4 expresada en la superficie celular se utilizaron
u
extractos de membrana de una línea linfoblástica T humana CD4+.
• Al igual que en el estudio anterior, en el que se valoró la unión de los inmunocomplejos
a una molécula CD4 recombinante soluble, la unión de los inmunocomplejos a la molécula C04
u
• presente en los extractos de membrana, fijados en placas de poliestireno. se llevó a cabo con un
• anticuerpo anti-IgG humana conjugado con peroxidasa.
Los resultados en densidades ópticas se transformaron también en porcentajes deu
• actividad anti-CD4, considerándose una actividad positiva cuando fue =210%, ya que en el
• grupo control analizado, formado por 11 muestras de inmunocomplejos no relacionados, aislados
del suero de pacientes con Artritis reumatoide, se detectó un % de actividad media de 110 ±u
• 50%.
• El estudio se Uevó a cabo con muestras de inmunocomplejos aisladas del suero de 33
e pacientes infectados, incluidos en función de su estado clínico, en una categoría A (57%), E
• (18%) y C (25%). En base a sus niveles de linfocitos T CD4+ se agruparon en tres niveles: 1
• (32%), 2 (48%> y 3 (20%).
u En un 28% de los inmunocomplejos se detectó esta actividad anti-CD4, con un valor
• medio de 318,7 ±123%, mientras que en el 72% de los inmunocomplejos no fue detectada.
u Aunque no se reflejó una relación entre la presencia de actividad anti-CD4 en los
U inmunocomplejos y el estado clínico de los pacientes, ya que un 57% de los inmunocomplejosu
• con actividad anti-CD4 correspondía a pacientes asintomáticos y un 43% a aquellos incluidos
u en una categoría B ó C, se observó que estos inmunocomplejos pertenecían mayoritariamente
u
• (85%) a pacientes con niveles de linfocitos inferiores a 500/pl (Tabla 3.111).
• Sin embargo, al comparar la media de los niveles de linfocitos T CD4+, (349 ±180
u
células/pl), de pacientes cuyos inmunocomplejos tenían una actividad anti-CD4, con la media
• obtenida, (424 ±269 células/pl), en aquellos pacientes con inmunocomplejos sin esta actividad,
• se observó que no existía una diferencia significativa (p>O,OS).
u
u
• En un posterior análisis, realizado en tres pacientes infectados, cuyos inmunocomplejos
• presentaban una actividad anti-CD4, se comprobó que esta actividad también aparecía en el
u














• Por último, en la valoración de la unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4
U
expresada en extractos de membrana, se realizaron dos pruebas de control, en las que se analizó
la disminución de la actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos al realizar, por un lado,
• diluciones seriadas de los inmunocomplejos (Figura 3.3), y por otro lado, por el efecto
u
competitivo de la unión de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 humano de ratón a la molécula























































Frecuencia de inmunocomplejos con actividad anti-C04 en pacientes
infectados por H¡V, divididos en función de su estadio clínico y sus
niveles de linfocitos T CD4+ en sangre periférica.
u
Act. anti-CD4 > 500/¡sl < 500/pl
15% 85%
FIGURA 3.3
Disminución de la actividad anti-0D4




































































Inhibición de la actividad anti-OD4
por anticuerpos frente a la molécula 0D4
D.O.
DIlucIón 1/200 de la muestra
~ ico W ícc ~ Ac. antl-004
Inhibición debida a la unión de un
Ac. monaclanal anti-0D4 a la molécula











































































































• 4.1.2.- Potenciación de la infección por los Inmunocomplejos.
u
4.1.2.1.- Unión de los ICC a linfocitos de sangre periférica.
u














U 4.1.2.1.- Unión de Inmunocomplejos circulantes a linfocitos de sangre periférica.
u
u
u Una vez comprobada la capacidad de los inmunocomplejoscirculantes, aislados del suero
• de pacientes infectados, para unirse a una molécula Cli» recombinanre soluble o expresada en
u
extractos de membrana, se estudió la capacidad de los inmunocomplejos de unirse a la molécula
• nativa, expresada en linfocitos T CD4+ de sangre periférica.
u
u
La unión de los inmunocomplejos a la superficie de estos linfocitos podría inducir una
• respuesta citotóxica mediada por células T dependiente de anticuerpos (ADCC), observada in
u vitro por Lyerly et al. (59) con anticuerpos citotóxicos frente a antígenos virales expresados en
u
la membrana celular. Esto supondría el agravamiento del estado de inmunodeficiencia del
• paciente infectado.
La valoración de la unión de los inmunocomplejos a CD4 se llevó a cabo en doce
u
• inmunocomplejos de sujetos seropositivos, en los que previamente se había detectado una
• actividad anti-CD4 por su capacidad de unión a una molécula CD4 soluble recombinante, y
e cinco inmunocomplejos aislados del suero de individuos no infectados, utilizados como control.
u
El análisis de la capacidad de estos inmunocomplejos de unirse a linfocitos de sangre
• periférica de sujetos normales se realizó indirectamente, por citometría de flujo, valorando la
inhibición de la unión de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 conjugado con fluoresceína, (Acmu
• anti-CD4-FITC), a linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos.
U De este grupo de inmunocomplejos, tan solo tres de ellos inhibieron de una forma
significativa, superior a un 50 % de inhibición, el marcaje de linfocitos de sangre periférica conu
u este anticuerpo monoclonal frente a CD4, en un 60, 62 y 90 % respectivamente (Figura 4.1).
• Estos inmunocomplejos fueron aislados del suero de dos pacientes asintomáticos,
u incluidos en una categoría A2 de la infección, y de un paciente en un estadio más avanzado C2
u (Tabla 4.1).
Estos resultados sugieren que la unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4 varía
u
en función de la forma en que se encuentre esta molécula, bien en su forma soluble y
U recombinante, o expresada en extractos de membrana, o bien, en la superficie celular, forma que
u
reflejaría mejor una situación in vivo.
En la figura 4.2 se muestran dos de los histogramas obtenidos por citometría de flujo en
• los que se aprecia la inhibición del marcaje de linfocitos de sangre periférica con un anticuerpo
monoclonal anti-CD4-FJTC cuando estas células fueron previamente incubadas cone














U La unión de los inmunocomplejos a la superficie celular se comprobó mediante un
u
ensayo directo en el que se utilizó un anticuerpo monoclonal frente a la Inmunoglobulmna IgO
• humana, conjugado con fluoresceína.
• En estos ensayos se observó paralelamente una disminución del marcaje con un
u
anticuerpo anti-CD4-PE en linfocitos de sangre periférica y un aumento del marcaje con un
• anticuerpo anti-IgG-hu-FITC (Figuras 4.3 y 4.4).
u
u
La unión de los inmunocomplejos a la superficie de linfocitos T CD4+ podría estar
u mediada por anticuerpos anti-idiotipo frente a anticuerpos anti-gpl2O, aunque no se puede
u descartar que esta unión sea debida a la presencia de antígeno gp 120 en los inmunocomplejos.
u
En los tres inmunocomplejos de detectó la presencia de la proteína p24 del virus y en







































TABLA 4.¡.- Datos referentes a los inmunocomplejos en los que se confirmó su capacidad de
unión a linfocitos de sangre periférica por citometría de flujo.
¡CC
ICC











1 60% POS. 557 A2 396
2 62% POS. 255 54 Neg. A2 238





(Niveles de Inmunocomplejos circulantes en suero)
(Presencia de antígeno p24 en los inmunocomplejos)
(Categoría de la Infección por HIV)
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lnmunocomplejos con actividad anti-rOD4































































FIGURA 4.2.- Inhibición del marcaje con un anticuerpo monoclonal anti-CD4-F¡TC, en
un 60%, en linfocitos de sangre periférica de sujetos no infectados,





(A) Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-F¡TC: (30%).
(B) Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-FITC,
previamente incubados con inmunocomplejos aislados del suero de un































































Alteración del marcaje con anti-0D4-PE y
anti-lgGhu-FITC en PBLS por lOO
Frecuencia (%)
control (Pala) m PBLa + icc (1)
Disminución y aumento del marcaje con Ac
anti-004-PE y antl-lgGhu-FlTc en PBLa











































































Alteración del marcaje con un anticuerpo anti-CD4-PE y anti-TgG-hu-
FITC en linfocitos de sangre periférica previamente incubados con
inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado (1
(B)
(D)
(A) Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-CD4-PE: (32%).
(8) Marcaje de linfocitos de sangre periférica previamente incubados con
inmunocomplejos aislados del suero de un paciente infectado (1 con -
anti-CD4-PE: (15%).
(C) Marcaje de linfocitos de sangre periférica con anti-lgG-hu-FITC: (4%).
(D) Marcaje de linfocitos de sangre periférica previamente incubados con






























































4.1.2,2.- Inhibición del crecimiento celular por Inmunocomplejos circulantes.
La capacidad de los Inmunocomplejos circulantes, aislados del suero de pacientes
infectados por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, de alterar el crecimiento celular, se
valoró en cultivos iii vio-o. En estos cultivos se determinó la inhibición de la proliferación de
linfocitos de sangre periférica estimulados con PRA.
La inhibición producida por la presencia en el medio de cultivo de los inmunocomplejos
se midió a las 72 horas mediante la detección de una disminución de la incorporación de
Timidina H3 en el ADN de los linfocitos.
En este estudio se determinó el efecto de la presencia en el medio de cultivo de siete
inmunocomplejos (Z43, Z39, Z23, Z53, Z42, Z44 y Z45), aislados del suero pacientes infectados
por HIV, incluidos por su estadio clínico en distintas categorías de la infección.
Con el propósito de comparar el efecto de los inmunocomplejos asociados a la infección
por HIV con otros inmunocomplejos observados en pacientes con otras enfermedades, se
utilizaron además cinco inmunocomplejos no relacionados, aislados del suero cíe pacientes con
patologías diferentes, Hepatitis E (N7 y NIO) y artritis reumatoide (N20, N30 y N56).
Para determinar la inhibición de la proliferación celular se calculó el % de Inhibición
de la proliferación que suponía la presencia en el medio de cultivo de cada muestra de
inmunocomplejos, en función de la disminución de timidina H3 incorporada por el ADN de los
linfocitos con respecto al control (Linfocitos estimulados con PI-lA sin la presencia en el medio
de cultivo de inmunocomplejos).
Como resultado de este cálculo, en los ensayos de proliferación celular se confirmó que
3 de los 7 inmunocomplejos analizados, Z39, Z53 y Z42, fueron capaces de afectar el
crecimiento celular, inhibiendo de forma significativa la proliferación de linfocitos de sangre
periférica estimulados con PHA. La presencia de estos tres inmunocomplejos en los medios de
cultivo supuso un % de inhibición de la proliferación celular de un 52, 40 y 69%
respectivamente, mientras que la media del % de inhibición de la proliferación obtenido con
inmunocomplejos asociados a otras patologías fue de un 10,5 ±7,1 % (Figura 4.5).
Los tres inmunocomplejos que inhibieron la proliferación fueron aislados del suero de



































































• El mecanismo por el cual los inmunocomplejos pueden afectar el crecimiento celular no
lo hemos analizado en este trabajo pero en éste, quizás podría estar implicada la unión de losu
• inmunocomplejos a la molécula CD4.
• Respecto a este proceso, algunos investigadores, como Banda et al. (64), han sugerido
u
un modelo en el que la interacción de la molécula CD4 expresada en los linfocitos T
• cooperadores y complejos gpl2O-anti-gp 120 podía desencadenar un fenómenode apoptosis y han













































TABLA 4.11.- Datos referentes a los inmunocomplejos aislados del suero de
pacientes infectados utilizados en ensayos de inhibición de la
proliferación de linfocitos
PHA.





Z 43 A2 1358 256 Neg. 2%
Z 39* C3 2000 39 Pos. 52%
Z 23 C3 2558 195 Neg. 23%
Z53* A3 1179 198 Pos.40%
Z 42~ C3 590 40 Pos. 69%
Z44 Al 752 1064 Neg.21%
Z 45 A2 782 429 Neg. 7%
ICC (¡sg/mí)
(Identificación de las muestras)
(Niveles de inmunocomplejos circulantes en suero)
(Niveles de linfocitos T CD4+ circulantes)
FIGURA 45
INHIBICION DE LA PROLIFERACION DE
PBLs ESTIMULADOS CON FHA POR lOO
% inhibición
* Inmunacomplejos que inhibieron la
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u La presencia de partículas virales formando parte de los mnmunocomplejos circulantesu
• fue puesta en evidencia por Bolognesi et al. en un trabajo publicado en 1989, en el que se
U postuló la infección de monocitos y macrófagos vía complejos de anticuerpos y virus (122).
U Estos experimentos in vio-o sugieren que los inmunocomplejos podrían tener un papel




U La capacidad de los inmunocomplejos de comportarse como complejos infectivos fue
analizada en este trabajo en cultivos de linfocitos de sangre periférica estimulados con PHA y
u
• en presencia de distintos inmunocomplejos.
U Para este análisis se determinó la presencia de antígeno p24 en los sobrenadantes de los
cultivos por un ensayo inmunoenzimático.
U
Los cultivos se realizaron en presencia de diferentes imunocomplejos aislados del suero
U de pacientes infectados y fueron mantenidos durante un máximo de dos semanas con PHA e
e
¡nterleuquina-2 recombinante.
• Los inmunocomplejos correspondían a pacientes incluidos en función de su estado clínico
• en las siguientes categorías de la infección: Al (14%), A2 (5%), BI (14%), 82 (5%), Cl (5%),
C2 (19%) y C3 (38%).U
• De los 25 inmunocomplejos analizados, siete indujeron la síntesis de antígeno p24 en
• cultivos de linfocitos de sujetos sanos, obteniéndose distintas concentraciones, en un rango de
U 14 y 25 pg/ml. a los 6 dias de cultivo (Figura 5.1). Cinco de estos inmunocomplejos pertenecían
U
• a pacientes incluidos en una categoría C de la infección.
U
U
U La viabilidad celular se cuantificó por exclusión del azul tripan al inicio del cultivo y a
• los 4,6,8 y 10 días de cultivo, obteniéndose un 90% de viabilidad a los 4 días, un 80% a los 6 y
U 8 días y un 50% a los 10 días de cultivo.
U
U
U Para comprobar que la síntesis de antígeno p24, detectada en el sobrenadante de los
u cultivos de linfocitos de sangre periférica realizados en presencia de diferentes
U
U inmunocomplejos, estaba asociada a una infección de los linfocitos, se analizó la presencia de

















U En este análisis se amplificaron dos fragmentos diana del ADN viral, correspondientes
a las regiones env (gp4l) y poí, con oligonucícótidos específicos, mediante la reacción en cadenau
U de la enzima Taq ADN polimerasa.
U Este ensayo se llevó a cabo en tres de los cultivos de linfocitos realizados en presencia
e de inmunocomplejos, detectándose en dos de los casos ADN del virus integrado en el genomaU
• de estas células (Figura 5.2).
U
U A pesar de que solo en uno de los cultivos se obtuvo síntesis de antígeno p24, este
u
• último ensayo apoya la hipótesis de que en Inmunocomplejos de pacientes infectados por el
U virus de la ¡nmunodeficiencia Humana pueden existir partículas virales íntegras capaces de
u
infectar linfocitos T CD4+.
• Esta capacidad infectiva de los inmunocomplejos circulantes corroboraría el papel









• p24 en el sobrenadante de cultivos de
• PBLs realizados en presencia de iCC
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U
• Inmunocomplejas de pacientes incluidos





























































U 4.2.- PRESENCIA DE LINFOCITOS T CDS+ EN PACIENTES INFECTADOS



















Ante algunos hallazgos serológicos, observados en pacientes infectados por el virus de
u la inmunodeficiencia humana, como lapresencia en suero de autoanticuerpos frente a antígenos
U linfocitarios (130), se ha sugerido que durante la infección podría generarse un fenómeno
uU
Los anticuerpos observados en la infección por ¡-¡IV que se han descrito hasta el
• momento están dirigidos frente a moléculas de clase II del Complejo Mayor de
u
Histocompatibilidad (95), la molécula CD4 (131), e incluso frente a la proteína básica de mielina
u (132).
U Teniendo en cuenta estos datos se ha sugerido como hipótesis para explicar la depleción
u de linfocitos T CD4+ que otros mecanismos, además del propio efecto citopático del virus,u
• como un mecanismo autoinmune frente al Sistema Inmune y probablemente frente al tejido
• nervioso (133-111), podrían también estar implicados en la disminución de esta población
U
celular.
• Esta respuesta autoinmune podría también estar mediada por linfocitos T y para su
U estudio decidimos analizar la respuesta citotóxica de linfocitos T CD8+ de pacientes infectados
U por el virus de la inmunodeficiencia humana frente a linfocitos T CD4+ de sujetos sanos. Este
• análisis se llevó a cabo con ensayos de liberación de Cg’.
u
u
Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de pacientes infectados
u y de personas sanas, activados con PRA durante siete días y marcados con Cr ~ así como
• células de una línea linfoblástica T humana CD4+.
u
U
• Como células efectoras se utilizaron linfocitos T CD8+ seleccionados de sangre
u
periférica de pacientes infectados y sanos mediante esferas inmunomagnéticas cubiertas con un
• anticuerpo monoclonal anti-CDS. El fenotipo de estas células se analizó por citometría de flulo,
• comprobándose que expresaban CD8 en su superficie.
U
U





















U En primer lugar se realizó un estudio para comparar la respuesta citotóxica frente a una
• línea linfoblástica T humana CD4+, mediada por linfocitos de pacientes infectados y personas
sanas. Esta respuesta se analizó en siete pacientes incluidos por su estado clínico en distintas
u
• categorías de la infección, A (2), B (2) y C (3), y cinco individuos sanos.
U De los ensayos de liberación de CI-~’ se infirió que la respuesta citotóxica mediada por
u los linfocitos de los pacientes infectados frente a la línea tumoral era menor que la observada
u
U en el grupo control de sujetos sanos (p<O,OS). La media del porcentaje de lisis correspondiente
u a cada grupo fue de 10,8 ±6,9% y 21,4 ±8,9% respectivamente (Figura 6.1).
U Esta observación, acerca de una disminución de la respuesta citotóxica en pacientes
u
u seropositivos respecto a la capacidad citotóxica natural frente al desarrollo de tumores, mediada




U En segundo lugar se estudió la respuesta citotóxica mediada por células T C08+ de
sujetos infectados frente a células T CD4 + procedentes de sujetos sanos o infectados, utilizandoU
u como control células T C08+ de sujetos sanos y siguiendo el siguiente esquema de trabajo:
u
U DISTINTOS ENSAYOS DE OITOTOXIOIDAD
u
u












u En los ensayos de citotoxicidad del tipo A y E, solamente se realizaron dos pruebas cone
• linfocitos T CD8+ de un paciente infectado (ZGI) y de un sujeto sano (NIO), debido a que un
• óptimo marcaje con C¿’ de las células diana, en este caso linfocitos de sangre periférica del
u paciente infectado, requería una previa estimulación con PHA. Esta estimulación induciría la
u activación del provirus en las células infectadas, lo cual dificultaría mantener una razonable
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U Además de esta dificultad, en aquellos pacientes infectados que muestren un estado de
U inmunodeficiencia muy avanzado, sería difícil obtener un número suficiente de linfocitos Tu
• CD4+ en la población de las células efectotas.
• En estas pruebas se observó que los linfocitos T CDS+ del paciente infectado eran
U
U capaces de lisar linfocitos autólogos (% lisis = 29%), mientras que no se detectó ningún tipo
• de respuesta citotóxica por parte del sujeto sano.
U
u
Sin embargo, dado que nuestro interés estaba dirigido, no al estudio de ~TLS específicos
U frente a antígenos virales, sino al estudio de la presencia de linfocitos T CD8+ frente a
linfocitos T CD4+ no infectados, se realizaron los ensayos de citotoxicidad del tipo C y D.
U Como células diana se utilizaron linfocitos de sangre periférica de sujetos sanos,
U estimulados con PHA y marcados con
U Corno células efectoras se seleccionaron linfocitos T CD8+ de sangre periférica de 30
U
U pacientes infectados incluidos en una categoría Al (3), A2 (3), A3 (1), BI (2), B2 (4), B3 (6),
• Cl (1), C2 (3) y C3 (7).
U Como grupo control se utilizaron linfocitos T COS + de 10 sujetos sanos. Su citotoxicidad
u
U frente a linfocitos no infectados fue negativa, obteniéndose un porcentaje de lisis en todos los
• casos inferior al 5%.
u
u
U En este estudio se observó que cuatro de los pacientes infectados seleccionados, un 14%
U del total, presentaban linfocitos T CDS+ capaces de lisar linfocitos estimulados con PHA de
u
sujetos sanos. Estos pacientes se encontraban en estadios avanzados de la infección, B2, C3, C3
• y C2 respectivamente (Figura 6.2).
U El porcentaje de lisis obtenido en estos casos fue de un 47% (Z22), 12% (Z43), 22%
u
(Z50) y 18% (Z52) (Figura 6.3). La relación célula efectora - célula diana, (E:D). en estos casos
• fue (4:1), (20:1), (3:1) y (25:1) respectivamente.
u
u
En estos ensayos de citotoxicidad se comprobó que la respuesta citotóxica estaba dirigida
U frente a la molécula C04, ya que la lisis fue bloqueada en todos los casos con un anticuerpo
monoclonal específico de CD4. Por otro lado, se confirmó que esta lisis estaba mediada por
u
U linfocitos T CD8+ debido a que su actividad citotóxica se podía inhibir con un anticuerpo
u monoclonal frente a CDS (Figura 6.4).
U También se comprobó que esta respuesta citotóxica disminuía en función de la relación
U














U Por último, se pudo confirmar que esta lisis no estaba dirigida frente a moléculas de
U
clase ¡1 del Complejo mayor de Hístocompatibilidad, ya que en ensayos paralelos se observó que
U no era inhibida con anticuerpos anti-DR. En la Figura 6.6 se muestra este ensayo en uno de
U los casos (Z43).
U
u
U A pesar de que los cuatro pacientes, en los que se detectó esta respuesta citotóxica
U frente a células T CD4+ no infectadas, estaban en estadios muy avanzados de la infección y
u
• presentaban niveles de linfocitos T C04+ en circulación menores a 400 células/pl, no se puede
U considerar que esta respuesta esté asociada a un estadio avanzado de la infección ya que no en
u todos los pacientes estudiados, incluidos en una categoría C, se detectó esta respuesta (Tabla
u
• 6.1).
U Se trataría más bien, de un mecanismo patogénico más que aparece en algunos pacientes
u infectados por el virus de la Inmunodeficiencia Humana, que podría estar implicado en la
u





































Respuesta citotóxica frente a una
línea linfoblástica T humana 0D4’
Pacientes HIV~ (n-7) Grupo control (~.s)
Disminución de la respuesta citotóxica
en pacientes infectados por HiV
FIGURA 6.2
Incidencia de la respuesta citotóxica








































































Al A2 AS BI B2 BS Cl C2 03
Pacientes (n.30) incluidos en distintas




Respuesta citotóxica frente a PBLs
por células T OD8~ de 6 pacientes
% lIsis celular
FIGURA 6.4
Lisis inhibida por anticuerpos frente
aOD4yOD8
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Disminución de la lisis en función de
la relación cél. efectora 1 cél. diana
FIGURA 6.6































































































TABLA 6.1.- Datos referentes al estado de los pacientes infectados, cuyos linfocitos T CD8+
fueron utilizados como células efectoras en los ensayos de citotoxicidad celular.
Pao. Un. C044-/gl CLINICA % Lisis
ZiS 162 B3 Neg.
222 338 82 Pos. 47%
Z38 165 Neg.
237 315 82 Neg.
Z40 195 83 Neg.
741 114 AS Neg.
Z42 472 A2 Neg.
243 7 03 Pos. 12%
Z44 290 A2 Neg.
245 <200 83 Neg.
Z46 40 03 Neg.
749 570 Cl Neg.
250 27 C3 Pos. 22%
251 240 82 Neg.
252 217 02 Pos. 18%
253 810 Al Neg.
Z54 170 83 Neg.
ZSS 532 Al Neg.
258 304 02 Neg.
257 448 81 Neg.
258 90 83 Neg.
259 363 A2 Neg.
760 <200 03 Neg.
781 258 02 Neg.
262 <200 03 Neg.
283 266 B2 Neg.
Z64 15 03 Neg.
Z65 40 03 Neg.
Z66 569 81 Neg.




































































































u ~.- DISCUSION FINAL
u
U 5.1.- Implicación de los inmunocomplejos en la infección.
U





















U Con los resultados obtenidos se valoraron los dos objetivos planteados en esta tesis. En
U
u primer lugar, determinar la implicación de los inmunocomplejos circulantes en la infección y en
U segundo lugar, analizar la posible participación de un mecanismo autoinmune en la depleción
u de linfocitos T C04+.
U
U
• 5.1.- IMPLICACTON DE LOS INMUNOCOMPLEJOS EN LA INFECCION
u
u
Aunque el periodo de latencia previo al SIDA alcanza un término medio de 10 años una
u vez que se ha producido la infección, éste varía de una forma muy drástica de unos enfermos
U a otros (135)
u
U Los factores que influyen en la progresión de la infección hacia un estado de Síndrome
U de Inmunodeficiencia no se conocen muy bien, a pesar de que sise han descrito varios factores
u inmunológicos que se asocian con un peor pronóstico del sujeto infectado, como la disminución
u
del número de linfocitos T CD4+ en sangre periférica o la disminución de anticuerpos anti-p24,
• que indican un grado de infección avanzado (89).
U
U
• La elevada prevalencia de altos niveles de inmunocomplejos en el suero de pacientes
u infectados, remitidos al Departamento de Inmunología de la Fundación Jiménez Díaz, fue un
dato decisivo para valorar su posible implicación en la infección.u
U
U Niveles elevados de inmunocomplejosen pacientes seropositivos, determinados mediante
u
ensayos de unión a Clq, así como defectos en el aclaramíento de éstos por el sistema retículo-
U endotelial, fueron inicialmente documentados en 1985 (112,136).
u
u
En este trabajo se observaron niveles elevados de inmunocomplejos (> 500 ¡sg/mí) en
• el 72% de los pacientes analizados, sin que la mayoría padeciese una patología asociada a
u Inmunocomplejos.
u
U La presencia de niveles elevados no estaba asociada al estadio clínico del paciente, en
U cuanto a su relación con una de las tres categorías de la infección, pero si existía una diferencia
significativa (p<O,05) al comparar el grado de inmunodeficiencia de los pacientes, ya que de un
u
u grupo de 53 pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulación inferiores a 500
u células/¡sl. 42 de ellos presentaban niveles de inmunocomplejos elevados, superiores a 500
U















U Al analizar la composición de los inmunocomplejos, en función de la presencia o né de
U se observó una diferencia significativa entre la detección de antígeno p24 en
antígeno p24, no
U los inmunocomplejos y el estado clínico en el que se encontraban los pacientes (p>O,OS).
U Sin embargo, si se observó una diferencia significativa con respecto a Jos niveles de
u linfocitos en sangre periférica que presentaban los pacientes, observándose que la presencia en
U
• los inmunocomplejos de antígeno p24 es más frecuente en pacientes con niveles de linfocitos
U circulantes inferiores a 500/pl (p’c 0,05).
U
U Respecto a la presencia de antígeno p24 en los inmunocomplejos, Lange, et al.,
u observaron que al principio de la infección el antígeno p24 circulante podía estar presente solo
U formando parte de los inmunocomplejos, y que en estadios más avanzados, además de
u
U detectarse antígeno p24 en los inmunocomplejos también se podía detectar libre en el suero
• (103). En nuestro estudio se observó que durante todo el curso de la infección se puede detectar
U antígeno p24 formando parte de los inmunocomplejos circulantes, ya que fue encontrado en
u
• inmunocomplejos aislados del suero de pacientes incluidos en diferentes categorías de la
U infección. En algunos pacientes, solo se detectó antígeno p24 en los inmunocomplejos y no en
• el suero.
u Estos resultados indican que en algunos casos de la infección los inmunocomplejos
U podrían estar encubriendo la presencia de antígenos virales en circulación, al no ser detectados
U en suero, de tal forma que encubrirían una fase replicativa del virus.
u
U
U Los inmunocomplejos en los que simultáneamente se detectaron anticuerpos frente al
virus y antígeno p24, (Ac+Ag+), aparecían con mayor frecuencia en aquellos pacientes que por
u
• su estado clínico fueron incluidos en una categoría C de la infección (46%) y solamente fueron
• detectados en pacientes con niveles de linfocitos T CD4+ en circulación inferiores a 500/pl.
U La presencia de estos inmunocomplejos, Ac+Ag+, indicaría un mayor riesgo de
u
• progresión en la infección hacía un estado de SIDA.
u
u
U Al valorar las distintas especificidades de los anticuerpos frente a las diferentes proteínas
U del virus, presentes en los inmunocomplejos, se determinó queanticuerpos anti-gpl2O aparecían
U en el 100% de los casos analizados, mientras que la frecuencia de anticuerpos frente a las otras
U
U proteínas del virus era mucho menor, observándose que anticuerpos frente a gp4l solo
• aparecían en inmunocomplejos de pacientes con algún síntoma clínico, incluidos en una
















U Ante la observación en el suero de pacientes infectados de anticuemos frente a la
U molécula CD4 por Muller et al. (137) y otros autoanticuerpos descritos frente a otras moléculas
u
• linfocitarias, como antígenos de clase 11 del Complejo mayor de Histocompatibilidad (95), se
U postuló la posible relevancia de un fenómeno autoinmune en la infección por ¡-¡TV.
U De acuerdo con estas observaciones, se analizó la presencia de actividad anti-CD4 en
U
• inmunocomplejos circulantes de pacientes infectados.
U La actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos circulantes fue valorada en función de
u
su capacidad de unirse a una molécula CD4 soluble recombinante o a esta molécula expresada
• en extractos de membrana de una línea linfoblástica T CD4+ humana. Respecto al primer tipo
U de valoración se obtuvo que un 16% de los inmunocomplejos mostraba una actividad anti-CD4.
U Aunque esta actividad fue observada en un porcentaje muy bajo, y en los estudios de
• significación (Chi-cuadrado) no se observó una diferencia significativa entre el grado de
U infección y la presencia de actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos aislados de estos
u
• pacientes, no podemos descartar la hipótesis de que éstos tengan algún significado patogénico
U en algunos pacientes, ya que un 72% de los inmunocomplejos en los que se detectó esta
U actividad correspondían a pacientes con niveles de linfocitos circulantes inferiores a 500/pl.
U
U La capacidad de unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4 expresada en
U extractos de membrana celular fue observada en un porcentaje mayor de los pacientes, un 28%.
U
Aunque no se reflejó una relación entre el estado clínico de los pacientes y la presencia de
U actividad anti-CD4 en los inmunocomplejos, si se observó que la mayoría de los
U inmunocomplejos en los que se detectó esta actividad (85%) pertenecían a pacientes con niveles
u de linfocitos en sangre periférica inferiores a 500/¡sl.u
• La unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4 podría estar mediada por la
U presencia en los inmunocomplejos de antígeno gp 120 o bien, de anticuerpos antiidiotipo, es
U
decir, anticuerpos dirigidos frente a anticuerpos específicos de la proteína gpl2O del virus. Esta
• última hipótesis fue sugerida por Kowalsky, et al., al demostrar la presencia de autoanticuerpos
• frente a la molécula CD4 en el suero de algunos pacientes infectados (130).
u
U
U Ante la observación iuz vio-o de inmunocomplejos capaces de unirse a una molécula CD4
U soluble recombinante o expresada en extractos de membrana, se estudió la capacidad de los
u
U inmunocomplejos de unirse a la superficie de linfocitos de sangre periférica.
u De los doce casos en los que se observó una actividad frente a la molécula CD4 soluble















La diferente capacidad de los inmunocomplejos de unirse a la molécula CD4, en función
u del estado en que se encuentre, bien en una forma recombinante soluble, expresada en extractos
u
• de membranas, o bien, en la superficie celular, podría ser debida a la diferente exposición de
u epítopos específicos de la molécula, que dependería de la estructura en que se encuentre la
U molécula más o menos desnaturalizada.
U
U
• La unión de los inmunocomplejos a la molécula CD4 y la hipótesis postulada por
U Morrow et al, sobre la presencia de partículas virales formando parte de los inmunocomplejos
u
• (138), son dos datos que suponen que los inmunocomplejos circulantes pueden producir en
• algunos casos un agravamiento de la infección al ser capaces de infectar nuevos linfocitos T
U
U CD4+.
u La detección de antígeno p24 en los sobrenadantes de linfocitos de sangre periférica de
• sujetos sanos estimulados con PHA, cultivados en presencia de inmunocomplejos aislados del
u
suero de pacientes infectados por H¡V, confirmaría la capacidad de los inmunocomplejos de
• potenciar la infección. Esta capacidad dc los inmunocomplejos ya fue demostrada ¡a vio-o por
U Robinson et al., quienes observaron la infección de macrófagos mediada por inmunocomplejos
U
U (84).
• Estos resultados, junto a la detección por la reacción en cadena de la Taq ADN
U polimerasa de ADN viral integrado en el genoma de los linfocitos, fueron decisivos para
u
U adjudicar una capacidad infectiva a los inmunocomplejos.
U La confirmación de ADN vírico integrado en el genoma celular se realizó previa
extracción del ADN de los linfocitos cultivados en presencia de inmunocomplejos y amplificaciónU
• de dos fragmentos diana del ADN viral, correspondientes a las regiones env y pol, con
U oligonucleátidos específicos y la enzima Taq AON polimerasa.
Esta observación indica que los inmunocomplejos pueden estar implicados en la infecciónu
• y que in vko, podrían contribuir a la disminución de linfocitos T CD4+ al ser capaces de
U infectar nuevas células.
U Al igual que en algunas infecciones, como las producidas por Herpesvirus, reovirus y
• flavivirus, en la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana los anticuerpos
• producidos además de tener un papel protector, pueden ser considerados, algunas veces, como
U anticuerpos potenciadores de la infección (122).u
U La capacidad de los inmunocomplejos de inhibir el crecimiento de linfocitos de sangre
U periférica estimulados con PIlA fue observada en un 33% de los casos analizados. La vía por
u














U trabajo, pero en otros trabajos, algunos investigadores han sugerido un modelo en el cual, la
U interacción de complejos gpl2O-anti-gpl2O con la molécula CD4 generaría una señal a nivel de
u
membrana que induciría un fenómeno de apoptosis (64).
u
Todos los resultados anteriores indican que los inmunocomplejos circulantes parecen
U
U tener un papel patogénico en la infección. Este papel supone que además de la función básica
U de defensa de nuestro organismo frente a microorganismos infecciosos que realizan los
inmunocomplejos, la presencia de éstos en el suero puede tener también un efecto perjudicial.
U
Normalmente los inmunocomplejos se forman L’z vivo cuando los antígenos se unen a los
U anticuerpos como consecuencia de distintas reacciones inmunes. Estos complejos son eliminados
u de la circulación mediante células que presentan receptores de la fracción constante de las
U
• inmunoglobulinas (RFc) en su superficie, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en
U nuestro Sistema linfático.
Sin embargo, en muchas enfermedades autoinmunes, infecciosas o neoplásicas, losu
• inmunocomplejos se acumulan y causan graves alteraciones patológicas, como inflamación,
U inmunosupresión o trombocitopenía.
u
U
• 5.2.- MECANISMOS AUTOINMUNES IMPLICADOS EN LA DEPLECTON DE
U LINFOCITOS T CD4+.
U
u
u Los mecanismos patogénicos por los cuales la infección por el virus de la
U Inmunodeficiencia Humana conduce a la depleción de linfocitos T CD4+ y al desarrollo de un
u
Síndrome de Inmunodeficiencia adquirida, no están suficientemente esclarecidos.
U La idea de que otros mecanismos, además del propio efecto citopático del virus, estén
u
implicados en la destrucción del Sistema Inmune de los pacientes infectados, está presente en
las hipótesis que postulan muchos investigadores para explicar la disminución tan drástica de
• linfocitos T CD4+ que se produce en estos sujetos.
u
U
• Actualmente existen algunas evidencias que sugieren un papel de la autoinmunidad en
U la patogénesis de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana. Se piensa que existe
u
un proceso autoreactivo implicado en la inducción de un desequilibrio del Sistema Inmune deu
• los pacientes infectados, aunque todavía no hay un acuerdo acerca del papel de este fenómeno
















• Ante la detección en el suero de pacientes infectados de autoanticuerpos frente a
U moléculas linfocitarias (95-137), se analizó si una respuesta mediada por linfocitos T CD8+
U
frente a linfocitos T CD4+ no infectados podría existir o generarse durante la infección por el
u virus de la Inmunodeficiencia humana.
U
U
U La respuesta mediada por linfocitos T citotóxicos constituye un componente muy
U importante de la respuesta de nuestro organismo frente a muchasde las infecciones virales (139)
U
y la disminución de una respuesta citotóxica específica frente al HIV, mediada por CTLs,
asociada a la progresión de la infección (140), sugiere que esta respuesta podría tener un papel
U importante en la inhibición de la replicación viral.
u
u
U En los ensayos de citotoxicidad realizados con linfocitos T CD8+, aislados de sangre
• periférica de pacientes infectados, se estudió la capacidad de estas células de lisar linfocitos no
U infectados de sujetos normales, estimulados con PI-JA. En este análisis se observó que existían
u
• linfocitos citotóxicos capaces de lisar linfocitos T CD4+ en un 14% de los pacientes estudiados.
• La especificidad de esta respuesta fue comprobada inhibiendo la lisis con anticuerpos
U
U anti-CD4. Estos resultados indican que posiblemente esta respuesta esté también implicada en
u la patogénesis de la infección de estos pacientes.
U
u
U Esta respuesta citotóxica frente a linfocitos T C04+ no infectados sugiere que en la
• infección por HIV podría generarse un fenómeno autoinmune, que estaría implicado en la
• depleción de linfocitos T CD4+.
u
Una respuesta autoinmune frente a linfocitos no infectados mediada por linfocitos T
U citotóxicos fue observada por Zarling et al., en algunos pacientes infectados (141). Estos
U investigadores observaron que esta respuesta dirigida frente a alguna molécula de la superficie
U
U de linfocitos no aparecía en monos infectados y propusieron que esta respuesta citotóxica podría


























































































1.- Los Inmunocomplejos circulantes parecen tener un papel patogénico en la infección
U por el virus de la inmunodeficiencia humana, teniendo en cuenta que niveles elevados en suero,
u
U superiores a 500 ¡sg/mí, y la presencia de antígeno p24 formando parte de los Inmunocomplejos
U se asocian con una progresión de la infección hacia un estado de SIDA y que los
U inmunocomplejos son capaces de unirse in vio-o a la molécula CD4, de inhibir la proliferación
U de linfocitos de sangre periférica estimulados con FHA y de potenciar la infección de linfocitos
e





U 2.- En algunos pacientes infectados aparece una respuesta citotóxica frente a linfocitos
u
T CD4+ de sujetos sanos mediada por linfocitos T CD8 4-. Este hallazgo seria una evidencia
U más de que otros procesos, verosimilmente de naturaleza autoinmune. podrían estar implicados,
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